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RESUMO

A kombucha é uma bebida fermentada que teve seu consumo aumentado nos
altimos anos. Ao longo do processo fermentativo da kombucha, uma pelicula de
celulose bacteriana chamada SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) &
formada e descartada com o tempo, sendo considerada um residuo no processo
industrial. A producédo de celulose bacteriana (CB) pelo processo fermentativo &
limitada devido ao seu alto custo e baixa produtividade. Com isso, fontes
alternativas de baixo custo deste biopolimero como o uso do residuo da
kombucha sdo interessantes para caracterizacdo e avaliacdo de sua
aplicabilidade. Neste trabalho foi avaliado o efeito do uso de homogeneizador de
alta pressado (HAP) a 600 bar no residuo industrial de kombucha para producéo
de nanofibras, bem como a caracterizacdo deste residuo. Foram testados 10, 20
e 30 numeros de passagens no HAP para diminuir a dimensao das fibras de
celulose em escala nanométrica com objetivo de otimizar as propriedades
funcionais tecnoldgicas da CB. A metodologia de purificacdo reduziu 94,22 % da
composicdo nao fibrosa do SCOBY verificado a partir da analise de composicao
centesimal, que apresentou valores de 70,97 % e 97,33 % de fibra alimentar no
SCOBY integro e purificado, respectivamente. A eficacia da purificagcdo também
foi comprovada por analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) através
da verificacdo visual da remoc¢éao das impurezas de sua estrutura e confirmacéo
de didmetros inferiores a 1 ym de suas nanofibras. Analise termogravimétrica
(TGA) ndo demonstrou diferenca significativa entre as amostras de SCOBY
purificado sem tratamento mecéanico e com 30 passagens no HAP. A
aplicabilidade das CBs provenientes do residuo industrial de kombucha foram
avaliadas pela adicao de 1 %, 3 % e 5 % de CB com pré tratamento somente no
turrax e com 30 passagens em HAP em filmes biodegradaveis de amido. A
resisténcia a tracdo do filme com adicdo de 1% de CB com passagens no HAP
aumentou em 24 % comparado ao filme controle e ndo apresentou diferenca
significativa quando comparado as outras concentragdes de CB adicionadas. Nas
analises de cor se verificou um aumento gradual da barreira de passagem de luz

com aumento da opacidade e diminuicdo da luminosidade com a adi¢cao de CB na



regido do UV (210nm) e luz visivel (600nm). A solubilidade em &gua diminuiu com
0 aumento da concentracdo de CB ao filme, passando de 37,36 % para filme
controle até 7,69 % para o filme com adicdo de 5 % de CB com 30 passagens no
HAP. Em relacdo as analises de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) os
filmes com adicdo de CB com passagens no HAP n&o apresentaram diferencas
quanto ao filme controle, enquanto os filmes com tratamento apenas no turrax
apresentaram valores superiores. A andlise de estabilidade térmica (TGA) néo
apresentou diferencas significativas entre os filmes controle e com adicdo de CB.
No geral, a CB proveniente do SCOBY apresentou estrutura e comportamento
semelhantes aos estudos de celulose bacteriana obtida por fermentacdo e se
mostrou um possivel ingrediente promissor principalmente devido ao seu alto teor
de fibras alimentares e escala nanométrica obtida. A celulose obtida do SCOBY
com tratamento mecanico no HAP pode ser utilizada como reforgo de filmes
biodegradaveis de amido, otimizando seus parametros mecéanicos, opticos e de

solubilidade.
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ABSTRACT

Kombucha is a fermented beverage whose consumption has increased in the last
years. A bacterial cellulose film called SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and
Yeast) is formed and discarded over time since it is considered industrial residual
during fermentation process. The production of bacterial cellulose from the
fermentation process is limited due to its high cost and low productivity. Therefore,
low-cost alternative sources of this biopolymer such as industrial kombucha waste
are interesting for its applicability characterization and evaluation. In this work, the
use of a high-pressure homogenizer (HPH) at 600 bar was tested in the industrial
kombucha waste, as well as the characterization of this residue. The SCOBY was
tested with 10, 20 and 30 passages in HPH to reduce the size of the cellulose
fibers on a nanometric scale and optimize its technological functional properties.
The purification methodology reduced 94.22 % of SCOBY’s non-fibrous
compounds verified from the centesimal composition analysis, with dietary fiber
values of 70.97% and 97.33% on intact and purified SCOBY, respectively. The
purification effectiveness was also evaluated by scanning electron microscopy
(SEM) analysis by visualization of the removal of impurities from its structure and
bacterial cellulose nanofibers with diameters smaller than 1 um and their random
arrangement. A thermogravimetric analysis (TGA) showed no significant difference
between samples of purified SCOBY without mechanical treatment and with 30
passages in HPH. The bacterial cellulose applicability from industrial kombucha
waste was evaluated by addition of 1 %, 3 %, and 5% bacterial cellulose (BC) with
pretreatment only on turrax and with 30 passages in HPH on biodegradable starch
films. The film's tensile strength with 1 % CB with 30 passages in HPH increased
24 % compared to the control film and showed no significant difference compared
to the other concentrations added. In the color analysis, there was a gradual
increase in the light passage barrier with increased opacity and decreased
luminosity with the addition of CB in the UV region (210nm) and visible (600nm).
The solubility in water decreased with a higher CB concentration, going from 37,36
% at control film to 7.69 % at 5% CB with 30 passages in HPH. Regarding the
analysis of water vapor permeability (PVA), the films with the addition of CB and
passing through the HAP did not differ from the control film, while the films with



only turrax treatment showed higher values. The thermal stability analysis (TGA)
did not show significant differences between the control films and those with the
addition of CB.In general, bacterial cellulose from SCOBY presented structure and
behavior similar to studies of BC obtained by fermentation and was shown to be a
possible promising ingredient mainly due to its high content of dietary fiber and
nanometric scale. The cellulose obtained from SCOBY with mechanical treatment
at HAP can be used as reinforcement for biodegradable starch films, optimizing its

mechanical, optical, and solubility parameters.

Keywords: SCOBY; bacterial cellulose; nanofibers; biodegradable films.
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1. INTRODUCAO

Alimentos e bebidas fermentadas ja sdo utilizados e consumidos pelo
homem ha milénios, seja por seus potenciais beneficios terapéuticos, pelo
aumento na sua conservacao ou melhoria de suas propriedades organolépticas
devido a modificacbes em seus componentes. Dentre estes produtos
fermentados, podemos citar a kombucha, bebida cuja producédo evoluiu da
escala artesanal para escala industrial e de grande comercializagdo nos ultimos
cinco anos no Brasil. Ainda que sua comercializacdo em escala industrial seja
recente, algumas pesquisas ja evidenciaram beneficios relacionados ao
consumo da kombucha, como atividade antioxidante, efeito hipolipidémico,
atividade antimicrobiana devido a presenca de acidos e baixo pH, dentre outros
(BATTIKH et al.,, 2013; JAYABALAN; MARIMUTHU; SWAMINATHAN, 2007,
YANG et al., 2009).

A kombucha é uma bebida elaborada a partir do chd adocado da
Camellia sinensis fermentado com uma associacdo simbidtica de bactérias
(primordialmente bactérias acéticas) e leveduras. Durante este processo
fermentativo se forma uma pelicula de celulose bacteriana (CB) na superficie
do liquido chamada SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts) (CHEN;
LIU, 2000). Normalmente, para iniciar o novo processo fermentativo, utiliza-se
uma quantidade de kombucha ja fermentada e uma pequena por¢do de
SCOBY. O restante do SCOBY ¢é descartado, sendo considerado um residuo
para industria produtora de kombucha.

A celulose é considerada o material organico mais abundante na
natureza, e pode ser de origem vegetal, bacteriana ou animal (tunicados), n&o
diferindo em sua estrutura molecular e quimica. A celulose vegetal é a mais
utilizada pela sua maior disponibilidade e consequente facilidade de obtencao,
porém, exige etapas intensas de purificacdo para sua utilizagao.

Um processo que visa otimizar as propriedades tecnologicas da celulose
e tem resultados promissores € a obtencdo de nanofibras a partir destes
residuos celulésicos para geracdo de novos produtos, como material de reforgo
de filmes e embalagens biodegradaveis. Dentro deste contexto, a fonte de
celulose proveniente de bactérias tem se mostrado uma alternativa

interessante, pois apresentam maior grau de purificacdo, ndo contém em sua
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composicdo lignina e hemicelulose, diminuindo assim a quantidade de
reagentes e etapas para sua extracao e posterior aplicacgéo.

Embora a CB seja um produto com grande potencial de mercado, o seu
uso comercial extensivo € limitado por demandar alto custo de producédo. Este
alto custo € devido a grande area superficial necessaria para obtencdo desta
pelicula, sintetizadas predominantemente sob condi¢Bes aerdbicas de cultivo.
Com isso, o reaproveitamento da CB do SCOBY, proveniente de residuo
industrial da producdo de kombucha, torna-se de grande valia para estudar
possiveis aplicacdes do produto de acordo com suas propriedades. Visto que,
atualmente, este SCOBY ¢é descartado como rejeito organico juntamente com
0S outros subprodutos do processo produtivo.

As nanofibras de celulose, dentro delas as de CB, apresentam
vantagens tecnoldgicas em relacdo a celulose vegetal, principalmente
relacionadas as suas propriedades mecéanicas, como maior area superficial,
alta rigidez e resisténcia, dentre outros. Uma aplicacao ja estudada e que vem
se mostrando promissora, é a utilizacdo de nanofibras como material de reforco
para embalagens biodegradaveis combinadas com outros biopolimeros como
gelatina e amido, que visam proporcionar alternativas mais ecoldgicas e
ambientalmente corretas para a area de embalagens (LEE et al.,, 2014,
TIBOLLA; MARIA; CECILIA, 2014).

A indastria de kombucha se mostra promissora e esta em crescimento
consideravel nos dltimos anos. Estudos recentes ja demonstraram capacidade
de utilizacdo do SCOBY em filmes com atividade antimicrobiana, curativos
medicamentosos, membranas de filtracio e até na induUstria téxtil.
Consequentemente, estudos que avaliem a viabilidade de utilizacdo do residuo
gerado em escala industrial como também propostas de possiveis aplicacdes
que se enquadrem nas necessidades da atual sociedade é de suma

importancia para agregar conhecimento e reaproveitamento desse residuo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar propriedades fisico-quimicas do residuo industrial bacteriano da

kombucha para producdo de nanofibras e aplicacdo em filmes biodegradaveis.

2.2 Objetivos Especificos

» Caracterizar as propriedades fisico-quimicas do SCOBY da kombucha
industrial.

* Avaliar a aplicacdo de homogeneizacdo sob alta pressdo na obtencéo
de nanofibras a partir do SCOBY.

» Caracterizar as propriedades morfolégicas e de estabilidade térmica das
nanofibras obtidas.

« Aplicar as nanofibras obtidas em filmes biodegradéaveis.

» Caracterizar os filmes produzidos com as nanofibras quanto as suas
propriedades mecanicas, opticas, térmicas, morfologicas, de barreira,

solubilidade e biodegradabilidade.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Kombucha

A kombucha, bebida fermentada tradicional e milenar originada no
Oriente, foi valorizada durante a Dinastia Tsin, por volta de 220 a.C. devido a
suas propriedades desintoxicantes e energizantes, e, hoje ja esta bastante
difundida no Ocidente (JAYABALAN et al., 2014). Esta bebida é obtida pela
fermentacdo de uma infusdo de folhas de Camellia sinensis, sendo mais
comum a utilizacdo de cha verde ou cha preto, e pela adicdo de acucar, o qual
€ 0 substrato desta fermentacdo. Por ultimo é adicionada uma cultura
simbidtica de bactérias e leveduras (SCOBY, sigla em inglés) que sera
responsavel pelo processo fermentativo e caracterizacdo da kombucha,
resultando em uma bebida um pouco doce, ligeiramente &cida e consumida em
todo o mundo (CHEN; LIU, 2000).

A cada fermentacdo forma-se um novo SCOBY na superficie do
recipiente, sendo que parte do mesmo deve ser guardado juntamente com um
percentual de seu liquido ja fermentado para a préxima fermentagcéo, e assim
sucessivamente. Durante este processo, o chd comeca a liberar aroma
fermentado e ha formacdo de bolhas de gas, resultado do gas carbbnico
produzido na reacao (JAYABALAN et al., 2014). O tempo ideal de fermentacao
varia de 7 a 12 dias com temperatura entre 22 e 30 °C em recipiente aberto
com protecao para que haja passagem de ar, mas sem entrada de insetos ou
sujidades, como mostra Figura 1. Ao longo de sua fermentacédo, a kombucha
desenvolve sabor acido, originado principalmente do acido acético, diminuindo
sua aceitacdo sensorial. Além disso, outros acidos organicos sdo gerados,
ocasionando reducdo do pH da bebida (CHAKRAVORTY et al., 2016, 2019;
DUFRESNE; FARNWORTH, 2000).
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Figura 1 - Recipiente para fermentacdo de kombucha com protecdo em

sua superficie.

Fonte: (ORGANICO, 2021).

Com o crescente aumento do consumo de kombucha em escala
mundial, sua preparacdo vem sendo modificada, utilizando plantas alternativas
a Camellia sinesis (AHMED; HIKAL; ABOU-TALEB, 2020; JAKUBCZYK et al.,
2020). Embora restrita a utlizacdo de cha (Camellia sinensis) para a
caracterizagdo da bebida kombucha, como definida pela Instrugdo Normativa
n°41/2019 (BRASIL, 2019), existem diversas variagbes de chas que incluem
cha branco, verde, oolong e preto (JAKUBCZYK et al., 2020).

A composicdo quimica da kombucha varia tanto quantitativamente
quanto qualitativamente, dependendo de fatores como o substrato, as
concentragbes utilizadas no cha inicial, os microrganismos presentes no
inoculo, o tempo e temperatura de fermentacdo, entre outros. Porém, alguns
componentes, como &cidos organicos, vitaminas, polifendis e aminoéacidos,
estdo comprovadamente presentes na maioria das kombuchas (JAYABALAN;
MARIMUTHU; SWAMINATHAN, 2007). Os acidos mais importantes produzidos
durante a fermentacdo sdo o acético, glucordnico, gluconico, latico e malico,
dentre outros. (JAYABALAN et al., 2014; MARSH et al., 2014).
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Alguns estudos demonstram que 0S microrganismos presentes na
cultura inicial da kombucha podem sofrer modificagbes ao longo da
fermentacdo (CHAKRAVORTY et al., 2016; COTON et al., 2017). As espécies
comuns conhecidas por produzir celulose microbiana incluem Acetobacter
(reclassificado como Komagataeibacter), Aerobacter, Achromobacter,
Agrobacterium, Psedomonas, Sarcina e Rhizobium (JOZALA et al., 2016).
Dentre o género Acetobacter, a espécie dominante mais utilizada para
obtencdo de celulose microbiana e também na producdo de SCOBY ¢é a
Acetobacter xylinum, que foi reclassificada como Gluconacetobacter xylinus e
mais recentemente como Komagataeibacter xylinus (VILLARREAL-SOTO et
al., 2018; YAMADA et al., 2012). Em combinag&o simbidtica com as bactérias,
diversos tipos de leveduras estdo presentes na kombucha e as mais
recorrentes sdo a Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes ludwigii,
Kloeckera apiculata, Hanseniaspora guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces  bailii,  Torulaspora  delbrueckii, Brettanomyces
bruxellensis, Brettanomyces lambicus, Brettanomyces custersii e Candida
stellate (CHAKRAVORTY et al., 2016; LENG; HEARD; COX, 2004).

A fermentacé@o da kombucha é realizada em duas fases: a primeira fase
€ o chd liquido; e a segunda é a parte sélida reconhecida como o SCOBY, que
se localiza na parte superior do recipiente fermentativo. Os mesmos
microrganismos estdo presentes tanto no liquido quanto no SCOBY, porém em
concentracbes diferentes entre eles (VILLARREAL-SOTO et al.,, 2018). O
processo fermentativo é iniciado pelas leveduras que realizam a hidrélise da
sacarose, convertendo-a em glicose e frutose, resultando na producdo de
etanol, glicerol e didxido de carbono. Na sequéncia, as bactérias oxidam etanol
produzindo acido acético e transformam a glicose em acido glucurénico
(GAGGIA et al., 2019), a Figura 2 ilustra esse processo. Além disso, a glicose é
usada por algumas bactérias, principalmente da espécie Komagataeibacter,
para produzir um novo SCOBY (COTON et al., 2017).
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Figura 2 — llustrag&o do processo fermentativo da kombucha.
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Fonte: Adaptado de (TRAN et al., 2020).

Sacarose

A kombucha é intensivamente consumida em todo o mundo, por suas
supostas propriedades profilaticas e terapéuticas. A maioria das propriedades
baseia-se em observacdes pessoais e depoimentos, porém alguns efeitos ja
foram demonstrados cientificamente. Um dos beneficios comprovados esta
relacionado a sua atividade antioxidante com potencial habilidade de
eliminacdo de radicais livres e sua capacidade energizante, muitos deles
provenientes da utilizacdo de Camellia sinensis em sua matéria-prima
(DUFRESNE; FARNWORTH, 2000; JAYABALAN,; MARIMUTHU;
SWAMINATHAN, 2007). Yang et al (2009) demonstraram que houve perda de
peso causada pelo consumo de kombucha quando analisado o efeito
hipolipidémico in vivo em ratos, o qual foi conectado a interagdo da kombucha
com a inibicdo da lipase e, como resultado, uma restricdo na ingestdo de
calorias. Dentre os resultados do mesmo estudo também houve diminui¢cdo no
colesterol total e reducdo do nimero de goticulas de gordura nos ratos (YANG
et al., 2009). Devido ao baixo pH e a presenca de acido acético, foi
demonstrado que a kombucha apresenta propriedade antimicrobiana, e inibe o
crescimento de bactérias patogénicas (BATTIKH et al.,, 2013; GREENWALT;
LEDFORD; STEINKRAUS, 1998).

Como visto, cada fermentagcdo sucessiva forma uma nova camada de

SCOBY acima da antiga. Com isso, ao final da fermentacdo da kombucha,
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novos SCOBYS sdo gerados e, com o0 tempo, seu excedente é descartado
para ndo acelerar a acidificagdo do meio (VILLARREAL-SOTO et al., 2020;
WATAWANA et al., 2015). O SCOBY é composto principalmente por celulose
bacteriana, um material considerado de alto valor agregado e com diversas
potencialidades de uso, e sua valorizacdo pela crescente industria da

kombucha é relevante.

3.2 Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast — SCOBY

O biofilme microbiano formado ao longo das fermentagbes da kombucha
e que se mantém na superficie do recipiente, € comumente chamado de
SCOBY e também conhecido por “fungo do cha”, “méde kombucha” e “mée do
vinagre” (BLANC, 1996). Dentre os microrganismos presentes na fermentagao
da kombucha, as bactérias acéticas sdo as responsaveis por sintetizar esta
rede flutuante de celulose (SCOBY) em que as principais relatadas sao
Acetobacter xylinum e Acetobacter aceti dentre outras (LIU et al., 1996).

A simbiose dos microrganismos presentes na kombucha é essencial
para a producdo do SCOBY e suas propriedades tecnolégicas. No entanto,
outros parametros afetam diretamente a producdo de polissacarideos deste
filme bacteriano, tais como: condi¢cbes de cultivo, concentracdo de carbono e
nitrogénio, quantidade de oxigénio dissolvido, temperatura e pH do meio (ILLA;
SHARMA; KHANDELWAL, 2019; VILLARREAL-SOTO et al., 2020; YIM;
SONG,; KIM, 2017). Portanto, a caracterizacao e otimizacdo desses parametros
sdo estudadas para se obter uma fermentacdo mais eficiente e produtiva do
SCOBY.

A fermentacdo na presenca do SCOBY auxilia na conversdo do agucar
em acidos organicos e etanol, sendo que ele préprio utiliza essa fonte de
carbono para formagdo de uma nova membrana gelatinosa ao longo da
fermentacdo (GOH et al., 2012). De forma estética, a pelicula de celulose é
sintetizada pelas bactérias aerébicas na interface liquido-ar, e, cresce primeiro
para fora até que a area superficial da solucdo esteja totalmente coberta para
gue, em seguida, aumente sua espessura. Portanto, a camada superior do

SCOBY ¢é sempre considerada a mais recente. Enquanto as leveduras, que
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trabalham de forma anaerdbia, se localizam principalmente na parte inferior do
SCOBY como mostra a Figura 3. Apenas uma por¢ao deste SCOBY é utilizada
para a fermentacdo conseguinte, o restante € descartado (FRANK, 1995;
DUFRESNE; FARNWORTH, 2000; IGUCHI et al., 2000).

Figura 3 - Imagem do SCOBY com filamentos de levedura.

Fonte: (METZ, 2020).

Fontana et al. (1991) investigaram estimuladores da biossintese de
celulose que ocorrem naturalmente em infusbes de plantas e os compostos
identificados pelos autores por estimular essa producéo de celulose da bactéria
Acetobacter xylinum foram a cafeina e compostos relacionados como teofilina e
teobromina. Dentre diversas plantas analisadas, a que obteve maior estimulo
na producdo de celulose foi a Camellia sinensis, que é o insumo base na
fermentacéo de kombucha.

A produtividade do SCOBY esta diretamente ligada a razédo de area de
superficie:profundidade do recipiente fermentativo. A producdo do SCOBY
aumenta com o aumento da area superficial do recipiente contendo o meio de
cultura, visto que os processos metabolicos da sintese de celulose dependem
de ar fresco é necessario o suprimento suficiente de oxigénio para garantir o
processo fermentativo. Enquanto a temperatura também é um parametro de
controle necessario durante o processo fermentativo, a faixa de 20-50 °C se
mostrou a mais eficaz na produtividade de SCOBY (GOH et al., 2012; SOHEIR
S. ABD EL-SALAM, 2012).
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A quantidade de substrato — acucares — utilizados na fermentacdo néo
apresenta uma relagao linear com o crescimento do SCOBY. Quanto maior a
concentracdo de acgucares, a partir de 100 g/L, h4 uma gradual diminuicdo do
rendimento da producdo do SCOBY, portando ha um nivel adequado de
substrato para otimizar a sintese de celulose bacteriana (AL-KALIFAWI;
HASSAN, 2014). O peso umido e o rendimento do SCOBY aumentam com o
tempo de fermentagdo, sendo progressivo até 14 a 18 dias e, apds esse
periodo, apresentam crescimento constante (ALKHALIFAWI; HASSAN, 2014;
BORZANI; SOUZA, 2004)

O processo de fermentacdo da kombucha tradicional é feito de forma
estatica com a formacado do filme de celulose em sua superficie (CHAWLA et
al., 2009). Villarreal-Soto (2020) caracterizou 0 SCOBY formado no processo
de fermentacdo comparando as condicfes estaticas e de agitacdo. As
diferentes condi¢cdes fermentativas ndo alteraram a composicdo da rede de
celulose formada, indicando a possibilidade de obtencdo de um SCOBY com
propriedades mecéanicas e térmicas semelhantes nos dois métodos
(VILLARREAL-SOTO et al., 2020). Por outro lado, outros estudos relataram
perda de resisténcia mecéanica do biofilme quando fermentado sob agitacdo
(CHAWLA et al., 2009; ZHANG et al., 2018).

Estudo de caracterizacdo bioquimica do SCOBY da kombucha mostrou
grande quantidade de proteina bruta, fibra bruta, aminoacidos, sddio, potassio
e magnésio. Celulose e oxigénio predominaram entre 0s componentes e 0S
mesmos sao 0s responsaveis pela formacdo do SCOBY durante a
fermentacdo. Com base em suas caracteristicas bioquimicas, o SCOBY pode
ser utilizado para formular alimentos para animais, bem como material de
bioabsorcéo e embalagem de alimentos (JAYABALAN et al., 2010).

Pensando na utilizagdo da celulose bacteriana proveniente do SCOBY,
alguns estudos ja estdo sendo realizados a fim de reduzir seus custos e
otimizar sua produtividade. Uma metodologia testada para reducdo de custos
foi o reaproveitamento das folhas de cha na infusdo. O estudo comparou as
propriedades do SCOBY formado a partir de folhas de cha frescas e folhas de
cha usadas. Os rendimentos volumétricos de CB obtidos para ambas as
metodologias foram semelhantes, assim como a cinética de producdo e a

morfologia de suas redes de nanofibras. Esses resultados confirmam a
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possibilidade de reaproveitamento das folhas de Camellia sinensis nas infusdes
do processo de fermentagdo, reduzindo, consequentemente, os custos de
producdo de SCOBY (SHARMA; BHARDWAJ, 2019).

Sharma et al. (2021) também compararam o processo de fermentacao
do método estatico convencional com uma tecnologia de lote estatico
alimentado intermitente (LEAI), usando como meio de cultura o cha de folhas ja
fermentado do estudo de Sharma et al. (2019). Esta tecnologia LEAI possibilita
uma alternativa de obter o fornecimento adequado de nutrientes e oxigénio de
forma intermitente, resultando em um aumento consideravel na celulose
bacteriana produzida em comparagdo com o método convencional (SHARMA;
BHARDWAJ; PATHAK, 2020).

Foi avaliada a influéncia da temperatura de secagem (25 °C, 50 °C e 75
°C) do SCOBY nas propriedades mecéanicas e no tamanho da amostra.
Durante a secagem, SCOBY perdeu até 92 % do peso e 87 % da espessura
devido ao seu alto grau de umidade. A resisténcia maxima a tracdo foi
registrada para amostras secas a 25 °C, com valor de 27,9 MPa, em que a
umidade foi gradualmente removida e suas propriedades de deformacéo foram
preservadas (SEDERAVICIUTE; DOMSKIENE; BALTINA, 2019).

Ja o efeito da exposicdo acelerada de alta e baixa temperatura e alta
umidade nas propriedades fisicas e mecanicas de SCOBY foi investigado por
Molina-Romero et al. (2021). As propriedades de tracdo do moddulo de
elasticidade e alongamento na ruptura mostraram mudancas significativas apos
0 ensaio, indicando uma tendéncia a deformacdo da membrana. A morfologia
das membranas manteve-se semelhante, sem fissuras em suas superficies,
mudando apenas de translicida no inicio para opaca no final da exposi¢do. O
estudo sugere que testes ambientais podem ser realizados em cada polimero
de acordo com seu uso pretendido para determinar uma possivel aplicacdo
(MOLINA-ROMERO et al., 2021).

As avaliagdes de melhores metodologias de purificacdo do SCOBY
também foram estudadas. Amarasekara, Wang, & Grady (2020) compararam
quatro métodos simples que possam ser aplicados em escala industrial para
identificar as melhores condicbes para a purificagcdo de SCOBY. Os autores
demonstraram que as lavagens com hidréxido de sodio e o tratamento com

hipoclorito de sdédio diluido podem ser aplicados com sucesso para a
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purificacdo da celulose bacteriana da kombucha (AMARASEKARA; WANG,;
GRADY, 2020). Sederaviciute, Bekampiene, & Domskiené (2019) realizaram
uma analise comparativa da estrutura e propriedades da membrana de
celulose bacteriana quando o pré-tratamento em agua e em solucdo alcalina
fraca (0,5 %) é aplicado. Os experimentos mostraram que procedimentos de
lavagem menos agressivos e mesmo lavagem com agua pura poderiam obter
uma membrana de celulose bacteriana de SCOBY com propriedades muito
semelhantes. Finalmente, Dima et al. (2017) conduziram um estudo que
determinou que a solucdo de NaOH 1 M leva a aproximadamente 85 % de
purificacdo, e uma concentracdo mais alta de 4 M garante quase 97 % de
remocdo de impurezas de SCOBY (DIMA et al., 2017; SEDERAVICIUTE;
BEKAMPIENE; DOMSKIENE, 2019).

Tendo em vista os aspectos apresentados, o SCOBY se mostra um
material promissor para diversas aplicagdes tais como: curativos (park et al
2014), condutor de materiais eletronicos (KALAIAPPAN et al.,, 2019), filmes
com atividade antimicrobiana (SHARMA; BHARDWAJ, 2020), membranas de
filtracdo (MOUSAVI et al., 2019), industria téxtil (KAMINSKI et al., 2020) entre
outros, além de ser uma alternativa de menor custo para utilizacdo de sua
celulose microbiana (SHARMA; BHARDWAJ, 2019).

No presente trabalho n&o serdo discutidas formas de otimizar a
fermentacdo do SCOBY visto que sera utilizado o residuo industrial da
producdo de kombucha sem controle de espessura e formato pois sera
processado e homogeneizado para caracterizacdo e aplicacéo posterior. Este
residuo é obtido a partir dos parametros convencionais utilizados na producéo,
tais como cultura estatica, sacarose como substrato, temperatura de

fermentacao entre 24 e 28 °C e pH entre 3 e 4.

3.3 Celulose Bacteriana

A celulose (CsH1005) € o material organico renovavel mais abundante
produzido na biosfera. E amplamente distribuida em plantas superiores, em
alguns animais marinhos como tunicados e, também em algas, fungos e
bactérias. Independentemente de sua origem, a celulose consiste em longas

cadeias lineares homopoliméricas de centenas a 20.000 unidades de D-glicose,
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nas quais o segmento de repeticdo, chamado celobiose, € um dimero de duas
unidades de glicose unidas por ligagbes B (1 — 4). O polimero linear de
celulose é fortemente associado através das ligagbes de hidrogénio que séo
responsaveis pela formacdo das fibras de celulose. Moléculas de celulose
formam ligacGes de hidrogénio intra e intermoleculares sendo que o0 primeiro
tipo de interacdo € responsavel pela rigidez da cadeia e o segundo pela
formacao da fibra vegetal (HABIBI; LUCIA; ROJAS, 2010).

A celulose bacteriana (CB) possui distintas vantagens quando
comparadas a fontes tradicionais de celulose (obtidas de plantas), mesmo que
ambas possuam a mesma estrutura quimica. A CB possui menor densidade,
maiores indices de cristalinidade, capacidade de retencdo de &gua, forca
mecanica (alto médulo de Young e resisténcia a tracdo) devido a sua estrutura
de rede e a sua alta pureza, sendo esta Ultima relacionada ao fato de néo
conter lignina, pectina e hemicelulose na sua composi¢cdo (BARUD et al., 2016;
IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000). Esta auséncia de impurezas na
estrutura da CB faz com que ela seja facilmente purificada utilizando apenas
hidroxido de sédio (GOH et al., 2012) ao contrario da celulose originaria de
plantas em que sédo realizadas diversas etapas de extracédo e purificacdo. Além
disso, a CB foi considerada ndo toxica por ingestdo, contato com a pele ou
inalacdo, e ndo desencadeia nenhuma outra resposta inflamatéria ou oxidativa
ao estresse em nivel celular (DOURADO; GAMA; RODRIGUES, 2017).

A celulose é composta por regiées amorfas e cristalinas sendo que seu
grau de cristalinidade varia de acordo com a fonte da celulose e com o
tratamento aplicado. As formas cristalinas mais comuns sdo as celuloses do
tipo | e do tipo Il que estdo distribuidas paralelas umas as outras e tem
orientagdo planar. A celulose categorizada como tipo | € considerada a celulose
nativa e assemelha-se a uma fita. Este tipo tem dois alomorfos de celulose (la
e IB) que sao estruturalmente semelhantes. Outras variacdes na estrutura
cristalina podem ocorrer, chamadas de polimorfismos, que sdo denominadas
de celulose tipo I, tipo Il e tipo IV. A celulose do tipo Il é considerada mais
estavel e amorfa, ela é produzida em partes da membrana onde o componente
de exportacdo esta faltando no exterior do revestimento bacteriano, como
ilustrado na Figura 4 (IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000; NISHIYAMA et
al., 2010).
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Figura 4 - Producédo de microfibrilas por Gluconacetobacter xylinum.

Celulose |

Celulose

Celulose Il

- \
e Y
2 ,/':f’f ,
L Celulose Sintase
R \\
RN
>
e /
&
Y
. BEE Componente de Exportac3o

de Celulose
Membrana Citoplasmatica

Envelope de Lipopolissacarideo
W Protofibrila

Fonte: (CHAWLA et al., 2009).

A celulose tipo | é sintetizada por plantas e por bactérias do género
Gluconacetobacter sob cultura estatica e possui cadeias B-D-glicopiranose
paralelas e dispostas uniaxialmente. Enquanto a celulose tipo Il possui cadeias
arranjadas aleatoriamente. A presenca de grupos hidroxila na superficie
permite a modificacdo da celulose com a utilizacdo de produtos quimicos. Esse
processo é considerado irreversivel e converte a celulose do tipo | em celulose
do tipo Il alterando sua morfologia para que suas propriedades mecanicas se
tornem ajustaveis de acordo com sua aplicacdo (LAAVANYA; SHIRKOLE;
BALASUBRAMANIAN, 2021; YOUNESI; WU; AKKUS, 2019).

Os principais tipos de bactérias que sintetizam extracelularmente a
celulose sédo reconhecidas como Acetobacter, Azotobacter, Gluconacetobacter,
Pseudomonas, Salmonella e Sarcina ventriculi. Dentre estas, as mais
utilizadas para a producdo de celulose sdo Gluconacetobacter xylinum
(anteriormente chamada de Acetobacter xylinum) e Gluconacetobacter
hansenii. A biossintese da celulose comeca quando as bactérias polimerizam
residuos de glicose em cadeias lineares de ligagcbes glicosidicas (1 — 4) e
produzem uma secrecao extracelular das cadeias formadas. Na sequéncia,
eles montam e cristalizam as correntes em fitas compostas. Este processo leva

a formacdo de uma consistente rede tridimensional ultrafina de fibras de
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celulose alinhadas em paralelo a superficie de um meio liquido. Essa rede &
chamada de pelicula e sua geometria € determinada por interacdes intra e
intermoleculares de ligagédo de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e de van der
Waals (CZAJA et al.,, 2007; SALMON et al., 2006; TORRES; ARROYO;
TRONCOSO, 2019).

No primeiro estagio de processo fermentativo, as bactérias produtoras
de celulose se multiplicam usando o oxigénio dissolvido no liquido.
Concomitantemente, 0s microrganismos sintetizam parte da celulose no meio
liquido, entretanto apenas as bactérias localizadas na interface ar/meio
mantém essa atividade formando camadas sobrepostas e aumentando a
espessura da CB ao longo do processo de fermentacdo. O desenvolvimento da
CB continuara enquanto houver oxigénio no meio, até que se torne inativa, isto
€, pare de consumir substratos e se desenvolver (ESA; TASIRIN; RAHMAN,
2014). No entanto, essa inatividade pode ser revertida quando o liquido onde a
bactéria estd presente é usado como inéculo em uma fermentagdo
subsequente com um meio fornecido com oxigénio e substrato fermentativo
(RUKA; SIMON; DEAN, 2012).

A sintese celul6sica no processo de fermentagdo pode ocorrer de duas
formas: em culturas estaticas ou sob agitacdo (TORGBO; SUKYAI, 2018). A
CB é mais frequentemente sintetizada a partir de condicbes estaticas de
fermentacdo, com temperaturas entre 26 e 30 °C, onde se adiciona o meio de
cultura em frascos de laboratério ou recipientes especificos em que se pode
definir o formato da pelicula de acordo com a geometria da superficie do
recipiente. No decorrer do processo fermentativo a CB € desenvolvida e sua
espessura aumenta com o tempo (CHAWLA et al., 2009). Enquanto a CB é
produzida sob cultura estética, esta pelicula formada é suspensa pela coeséo
para a parede interna do recipiente e desliza continuamente para baixo a
medida que engrossa sua espessura (AZEREDO et al., 2019).

O processo fermentativo alternativo é o sob condicdo de agitacdo em
torno de 150 rpm para oferecer mais ar para as bactérias aerdbias (CZAJA,
ROMANOVICZ; BROWN, 2004). Nesta condicdo de agitacdo a CB produzida
nao se torna plana na superficie do recipiente e sim em formato esférico e que
aumenta constantemente com o tempo (TOYOSAKI et al.,, 1995). A CB

produzida de forma estatica demanda uma grande area superficial, sendo um
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ponto negativo em sua producédo. No entanto, a producédo sob condicdo de
agitagdo demanda um maior custo de energia para geragdo de poténcia
mecanica, com isso, biorreatores de cultura mais adequados e eficazes foram
desenvolvidos para diminuicao de custos.

Ja foram estudados os melhores substratos para o desenvolvimento de
um novo tipo de tecido sustentdvel e ecoldgico a partir da sintese de CB.
Foram avaliados os efeitos de quatro diferentes tipos de chas como fonte de
nitrogénio: verde, preto, rooibos e de seda de milho; Juntamente com a
avaliacdo de quatro fontes de carbono: sacarose, frutose, mel e xarope de
milho. O objetivo foi produzir um tecido que apresentasse espessura para
manter a forma e a superficie lisa. O melhor resultado na produtividade da CB
foi obtido quando utilizado ch& verde e sacarose como fontes de nitrogénio e
carbono, respectivamente. Sendo estas as matérias-primas tradicionais
utilizadas como substrato para a producdo de kombucha (YIM; SONG; KIM,
2017).

Como visto, a CB é um material de propriedades promissoras e se
mostra vantajoso quanto a etapas de purificacdo e posteriores aplicacfes
quando comparados a outras fontes de celulose. Porém, um dos grandes
fatores que dificultam sua ampla utilizacdo é o alto custo de producdo. Uma
alternativa promissora com o0 aumento da producdo e comercializacdo de
kombucha é a possibilidade de aproveitar seu subproduto proveniente do

processo fermentativo, o SCOBY.

3.4 Nanofibras de Celulose Bacteriana

Diversas pesquisas avaliam o isolamento, caracterizacdo e a busca de
aplicagbes de novas formas de celulose, que sdao comumente chamadas de
cristalitos, nanocristais, whiskers, nanofibrilas e nanofibras (KLEMM et al.,
2011). Essas nanoparticulas, quando isoladas, sdo avaliadas como material de
reforco em matrizes poliméricas pelo seu potencial em melhorar propriedades
mecanicas, opticas, dielétricas, entre outras, dessas matrizes. O principal fator
determinante para a otimizacdo do material em escala nano € a grande area
superficial destes materiais, com diametro inferior a 1 ym, sendo chamados
genericamente como nanoceluloses (TORRES; ARROYO; TRONCOSO, 2019).
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Embora a celulose seja o biopolimero mais abundante na Terra, a
obtencdo de nanocelulose a partir de matrizes vegetais se torna mais dificil
devido a presenca de rede intercalada com outros biopolimeros como lignina,
pectina e hemicelulose. Para remocado destes componentes, necessita-se de
solventes e mais etapas para obtencdo das nanofibras, tornando-os menos
convenientes por razfes ambientais e econdmicas. A celulose obtida através
de processos microbianos € muitas vezes chamada de nanocelulose devido a
sua cristalinidade e as nanodimensfes de suas fibras, que apresentam
diametros que variam de 25 a 100 nm e cerca de 100 um de comprimento (LEE
et al., 2014; SEMJONOVS et al., 2017).

Outra caracteristica vantajosa da CB é que ela possui suas nanofibras
aleatoriamente alinhadas nas membranas e estas podem ser facilmente
orientadas uniaxialmente ou uniplanarmente se for aplicada uma tensédo
durante sua secagem. Quando ainda Umidas, as peliculas de CB podem ser
facilmente desintegradas em nanofibras, diferentemente da nano ou
microcelulose obtida de plantas, que precisa ser produzida a partir da
homogeneizacéo ou fibrilagdo para obter dimensdes na escala nano (LEE et
al., 2014). A principal caracteristica da matriz de CB, é que em vez de
apresentar estrutura concentrada de moléculas, ela apresenta arranjo de
nanofibras, podendo ser considerada como uma estrutura supra-molecular de
dimensdes nanométricas (TORRES; ARROYO; TRONCOSO, 2019).

Existem trés procedimentos bem conhecidos pelos quais a formagéo de
nanocompositos de celulose bacteriana € realizada a partir de uma modificacdo
da estrutura original desta celulose. Dentre eles estdo a desintegracdo matricial
da celulose por processo quimico ou fisico, a metodologia de crosslinking e a
extracdo de nanowhiskers da celulose bacteriana (QIU; NETRAVALI, 2014;
TORRES; ARROYO; TRONCOSO, 2019).

Os procedimentos para obtengcao de nanofibras de celulose em que se
mantém a estrutura matricial dividem-se em duas metodologias, Bottom-up e
Top-down. A metodologia mais convencional é a Top-down, que parte de um
sistema maior até chegar a subsistemas menores, ou seja, da fibra a nanofibra.
Exemplos destes processos sdo: a utilizacdo de hidrolise acida, oxidacao
mediada por tempo, homogeneizagcdo, microfluidizacdo e cryocrushing. Ja a
metodologia Bottom-up é uma abordagem utilizada na nanotecnologia, em que
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sOe parte de uma base elementar, manipulando atomos e moléculas até se
criar nanoestruturas. Dentro do Bottom-up estéo inclusas producéo de celulose
bacteriana, celulose de tunicados e a técnica de eletrosppining (SHARMA et
al., 2019).

Nanoparticulas de celulose sdo comumente isoladas por meio de
tratamento mecéanico ou processo de hidrolise 4cida. No tratamento mecanico,
forcas de cisalhamento, pressao e cavitagédo aplicadas em um homogeneizador
de alta pressdo causam clivagem transversal ao longo do eixo longitudinal da
estrutura da celulose resultando em nanofibrilas de celulose (LI et al., 2012).
Dima et al. (2017) com objetivo de romper mecanicamente a macroestrutura
celulésica do SCOBY em nanofibras, avaliaram o efeito de trés diferentes
tratamentos mecanicos: atomizacdo, moagem coloidal e microfluidizacdo com
alta pressdo de 1300 bar. Foram testadas 1, 10 e 25 passagens no
microfluidizador para uma maior dispersdao das nanofibras de celulose e
obtiveram uma reducdo significativa de suas fibras, chegando até a uma
estrutura com fibras de celulose inferiores a 10 um. No presente trabalho sera
obtida nanofibras através de metodologia Top-down utilizando SCOBY, ja
formado e desenvolvido, residuo da industria de kombucha combinando com o
tratamento mecéanico do homogeneizador de alta pressédo para otimizacado da

celulose bacteriana proveniente deste residuo.

3.5 Aplicacéo de Celulose e Nanofibras de Celulose em Filmes Biodegradaveis

O desenvolvimento de novos filmes biodegradaveis a partir de
polimeros, como amido, gelatina e celulose, sdo uma alternativa aos plasticos a
base de petroquimicos, que causam sérios problemas ambientais pelo acimulo
de residuos e tem se mostrado uma pratica insustentavel (HOPEWELL;
DVORAK; KOSIOR, 2009). Estes polimeros naturais apresentam vantagens
em comparacado as sintéticas, especialmente pela sua baixa massa molar, facil
reciclagem e biodegradacdo (MASMOUDI et al., 2016).
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As nanofibras obtidas de celulose sdo bastante estudadas e ganham
importancia devido as suas caracteristicas Unicas, principalmente relacionadas
a sua elevada é&rea superficial em relacdo ao volume e interessantes
propriedades mecanicas como flexibilidade e forca (VARANASI et al., 2018).
Estudos otimizam a obtencdo destas nanofibras a partir de residuos industriais
de fontes vegetais (PELISSARI; MENEGALLI, 2014; VARANASI et al., 2018)
de madeira (CHEN et al., 2011) e bacteriana (ROZENBERGA et al., 2016), pois
se mostram como uma interessante aplicacdo em filmes biodegradaveis como
refor¢o para sua estrutura.

No estudo de Orts et al. (2005), a adicdao de microfibrilas de celulose
(algoddo, madeira e bacteriana) como agentes de reforco, melhoraram
significativamente as propriedades mecanicas como resisténcia a ensaios de
tensdo e elongacéo na ruptura dos géis e filmes poliméricos. Em outro estudo,
utilizando matrizes de quitosana, foi testado o efeito da adicdo de nanofibras de
CB na producdo de filmes. Os filmes com presenca de nanofibras de CB
obtiveram melhores propriedades mecéanicas (Médulo de Young e elongacéo a
ruptura) que a padrdo e obtiveram aOlta transparéncia e flexibilidade. Esta
combinacdo de filmes renovaveis com nanofibras de quitosana e celulose
bacteriana também apresentaram estabilidade térmica e baixa permeabilidade
ao O, (FERNANDES et al., 2009). Além disso, quando aplicadas em resina
acrilica para producéo de filmes com conteudo de fibras de celulose bacteriana
de até 70% resultou em um filme com alta taxa de transparéncia, com reducao
de 10% com o padréo apenas, além de coeficiente de expansédo térmica baixo,
indicando a celulose bacteriana como um compésito de boa flexibilidade
(YANO et al., 2005).

Nanocristais de celulose (CNC) foram utilizados como refor¢co em filmes
biodegradaveis preparados a partir de isolado de proteina de soja (SPI),
glicerol e éter diglicidilico de etilenoglicol (EDGE) (ZHANG et al.,, 2016).
Propriedades mecéanicas, resisténcia a agua e estabilidade térmica dos filmes
foram analisados. O modulo de Young e a resisténcia a tragcdo dos filmes
modificados pelos nanocristais de celulose aumentaram 128,3 e 53,0 %,
respectivamente, em comparacao aos filmes SPI ndo modificados, resultantes
da formacado de estruturas de ligagéo de hidrogénio e reticulacéo fisica entre o

CNC e a matriz.
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Viana et al. (2018) avaliaram as propriedades de filmes de purés de
frutas (goiaba e manga) compostos por CB nanofibrilada combinadas ou nao
com pectina e em diferentes proporcdes. A substituicdo parcial ou total da
pectina por celulose bacteriana nanofibrilada (CBNF) resultou em melhores
propriedades fisicas dos filmes comestiveis (aqueles com ou sem puré de
frutas), tornando-os mais fortes, mais rigidos, mais resistentes a agua e com
maior barreira ao vapor de agua. Filmes com maior conteddo de CBNF sé&o
recomendados para aplicacbes em embalagens devido as suas melhores
propriedades mecanicas, enquanto filmes apenas com pectina em sua matriz
sdo recomendados para aplicacbes que dissolucbes em 4gua sdo desejadas
(VIANA et al., 2018).

Nano-biocompésitos com amido de milho termoplastico (TPS) contendo
nanocristais de CB foram desenvolvidos e caracterizados em termos de
propriedades morfologicas, Opticas, de barreira e de tracdo. A adicdo dos
nanocristais resultou em um enrijecimento dos filmes refletido por um aumento
no moédulo de elasticidade. A proporcdo de 15% em peso dos nanocristais
foram adequadamente dispersos na matriz resultando em uma subsequente
melhoria nas propriedades de barreira de agua e oxigénio do filme (FABRA et
al., 2016).

Com o objetivo de aumentar as caracteristica hidrofébicas de superficie
da membrana da CB e, assim, melhorar suas propriedades de barreira, Tomé
et al. (2010) avaliaram a preparacdo e caracterizacdo de membranas de
celulose bacteriana modificadas (CBM) a partir de esterificacdo com cloreto de
hexanoil. A CBM esterificada mostrou uma hidrofobicidade aumentada,
mantendo a estrutura geral da CB intocada e se observou uma reducdo de
cerca de 50 % na permeabilidade a agua para a CBM em todas as umidades
relativas testadas, que variaram de 31 a 83 % UR. As membranas de CBM
também apresentaram uma diminui¢do significativa na permeabilidade de CO,
(57 %), O2 (49 %) e N2 (52 %) a 100 % de UR nas membranas de CBM quando
comparadas a membrana de CB sem modificacdes (TOME et al., 2010).

Propriedades fisico-mecanicas de filmes poliméricos utilizando CB como
base foram caracterizadas e comparadas nas versdes de CB pura, CB com
polivinilpirrolidona (PVP) e os dois compédsitos anteriores aliados ao
carboximetil celulose (CMC), totalizando 3 tipos de filmes: CB, PVP-CB e PVP-
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CMC-CB (BANDYOPADHYAY et al.,, 2018). O filme contendo apenas CB
apresentou maior valor de médulo de Young (6,3 GPa), enquanto o filme PVP-
CMC-CB mostrou a melhor resisténcia a tragdo (135,02 MPa) e alongamento
na ruptura (20,6 %) entre os trés filmes, atribuindo uma melhor propriedade
mecanica a adicdo de CMC no filme. O fiime PVP-CMC-CB foi o que
apresentou o valor de Croma mais alto (147,18), indicando uma coloracdo mais
escura — amarelada - quando comparado aos outros dois filmes, podendo ser
utilizada em alimentos em que seja preferivel um armazenamento com maior
protecdo a luminosidade, enquanto os filmes com apenas CB ou PVP-CB
apresentaram cor mais palida (105,28 e 104,04 respectivamente) e valores
proximos ao padrao.

Shahmohammadi Jebel e Almasi (2016) avaliaram a morfologia da CB e
demonstraram que as nanofibras de CB formam uma estrutura porosa
interconectiva com tamanho de poro na faixa de 120-160 nm. Essa rede porosa
permite que moléculas de agentes ativos, como o0 nanoparticulas de ZnO neste
estudo, se difundam facilmente em seu espaco interno (SHAHMOHAMMADI
JEBEL; ALMASI, 2016). A grande area superficial da CB juntamente com sua
alta porosidade seriam capazes de facilitar a emissao de vapores volateis de
agentes ativos, sendo assim, Moradian et al. (2017) avaliaram o efeito das
membranas ativas de CB incorporadas com extratos vegetais para aumento de
vida de prateleira de cogumelos Agaricus bisporus. As membranas ativas a
base de CB exibiram propriedades antioxidantes e antimicrobianas sem estar
em contato direto com os cogumelos. Alteracdes de cor e escurecimento,
crescimento microbiano e perda de atributos sensoriais foram inibidas
significativamente pelo uso de membranas ativas, mostrando a possibilidade do
uso de CB com incorporacdo de extratos vegetais como membrana ativa em
embalagens (MORADIAN; ALMASI; MOINI, 2017).

A adicdo de CB como agente de refor¢co também foi avaliada em filmes
de casca de batata por Xie et al. (2020). Foram testadas diferentes
concentracdes de casca de batata em p6 (3a 5 %) e de CB (0, 5, 10 e 15 %
baseado no p6 da casca de batata). Foram observadas interacfes de ligacao
de hidrogénio entre os biopolimeros de CB e casca de batata no FTIR. A
adicdo de 10% de CB melhorou significativamente a resisténcia a tragdo (de
5,08 MPa para 11,30 MPa e 13,87 MPa para filmes com 3 e 5 % de casca de
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batata, respectivamente), mas reduziu sua permeabilidade ao vapor de agua
em ambas concentraces de casca de batata (de 1,7 a 1,2 g.m/Pa.h.m?). A
permeabilidade ao oxigénio também teve seus valores reduzidos com adigcédo
de 10 % de CB (de 7,0x10° a 6,2x10° g/m.s.Pa) e teor de umidade (de 0,195 a
0,171 % para 3 % de casca de batata e de 0,238 a 0,184 para 5 % de casca de
batata). Enquanto a estabilidade térmica dos filmes ndo apresentou mudancas
com a adicdo de CB que no intervalo de 150 a 300 °C houve maior
degradacdo. A microscopia eletrénica de varredura revelou que a concentracao
de 10 % de CB possuia uma compatibilidade promissora com a matriz,
apresentando também melhores propriedades mecéanicas e de barreira nos
filmes de casca de batata. O mesmo estudo também avaliou a adicdo de
curcumina (1 a 5 %) aos filmes de CB e casca de batata aplicados a carne de
porco fresca. Os filmes apresentaram resultados promissores com a inibicao
efetiva da oxidacdo lipidica da carne mensurados pelo menor teor de
malondialdeido ao longo do armazenamento (XIE et al., 2020).

O desenvolvimento de filmes comestiveis com diferentes conteudos de
nanofibras de celulose bacteriana (NFCB) foi avaliado utilizando como
componentente base o glucomanano konjac (GMK), um polissacarideo
biolégico extraido da erva perene konjac (LIU et al., 2020). Foram testadas
concentracdes de 0 a 4 % (p/p) de NFCB nos filmes de GMK. A microscopia
eletrbnica de varredura indicou que as NFCB estavam bem dispersas nos
filmes de GMK, enquanto a analise de Espectroscopia de Absorcdo na Regido
do Infravermelho indicou as ligagbes de hidrogénio formadas no
desenvolvimento do filme entre as NFCB e GMK. A cristalinidade e a
estabilidade térmica dos filmes aumentaram com o aumento das NFCB. As
propriedades mecanicas e de barreira dos filmes de GMK foram melhoradas
com a adicdo de NFCB. De modo geral, a adicdo das NFCB melhorou as
propriedades gerais dos filmes baseados em GMK e a concentracao de 2 % de
NFCB exibiu melhores propriedades, sendo consideradas um agente promissor
e de grande potencial para aplicacdo como filmes comestiveis para
embalagens de alimentos (LIU et al., 2020).

Foram avaliadas e descritas as caracteristicas morfologicas, térmicas,
mecanicas e de propriedades de barreira de novos compdésitos formados pela

adicdo de diferentes quantidades de nanofibras de CB em uma matriz de alcool
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polivinilico/amido (PVA/amido). A obtencdo das nanofibras de CB foi feita a
partir da técnica de desfibrilagdo mecénica para um resultado com menores
ingredientes nocivos nas embalagens de alimentos. O melhor desempenho
mecanico foi obtido com apenas 1 % de nanofibras da CB no filme PVA/amido.
Enquanto as analises de permeabilidade de vapor de agua, resisténcia a tracao
e moddulo de Young tiveram seus valores dobrados apos adi¢cédo de 2 % de CB
comparados ao controle. A concentragdo de 2 % de CB nos filmes de
PVA/amido foi proposta como material de alto potencial para aplicacdes em
embalagens de alimentos neste estudo (CHIULAN et al., 2018)

Pradipasena et al. (2018), realizaram a caracterizagdo de pedacos de
CB considerada residuo de uma industria de nata de coco e avaliaram sua
possivel aplicacgdo como embalagem de alimentos com valor agregado,
reforcando-o com pasta de papel e/ou amido modificado. A adi¢cdo de 2 % de
amido de mandioca modificado catiénico melhorou os indices de resisténcia a
tracdo (79 para 94,29 KN m/kg), bem como resisténcia a permeacdo do
oxigénio do filme de CB (de 12 para 5 cm®mm.m? kPa por dia), sendo um
material promissor como embalagem (PRADIPASENA; CHOLLAKUP;
TANTRATIAN, 2018).

Para melhorar as propriedades mecanicas e reforcar os filmes de
celulose bacteriana (CB) produzidas por Komagataeibacter xylinus, Cazon et
al. (2019) avaliaram o efeito da imersdo da CB em concentrados de alcool
polivinilico (PVA) e quitosana nos filmes. O PVA e a quitosana diminuiram a
porosidade e aumentaram a densidade dos filmes. A adicdo de PVA aumentou
os valores de transmitancia na regido UV-VIS, melhorou a transparéncia e a
aparéncia visual e diminuiu a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes (3.40
x 107 para 1.47 x 10 g/m s Pa).Os filmes desenvolvidos apresentaram
propriedades de barreira a luz UV e o6tima aparéncia visual, sendo uma
alternativa sugerida pelos autores para aplicagdo na industria de alimentos
como biopolimero ativo para evitar oxidac&o lipidica nos alimentos (CAZON;
VELAZQUEZ; VAZQUEZ, 2019).
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3.6 Embalagens biodegradaveis com uso de SCOBY

A utilizagdo de SCOBY em filmes biodegradaveis ainda é recente e suas
propriedades e possibilidades de aplicagcdo vém sendo estudadas. Ramirez
Tapias et al. (2020) desenvolveram novos materiais biodegradaveis e ativos a
partir do residuo integral — ndo purificado — da fermentacdo da kombucha, o
SCOBY. Os filmes foram produzidos a partir da técnica de casting e exibiram
uma matriz celulésica homogénea e continua de nanofibras em forma de fita.
Além do SCOBY, foi utilizado glicerol, que otimizou as propriedades mecanicas
do filme. A espectroscopia do infravermelho, analises termogravimétricas e
capacidade antioxidante indicaram que as amostras eram constituidas
basicamente por células com presenca de compostos de baixa e alta massa
molar que apresentavam alta atividade antioxidante, sugerindo que o0s
materiais sdo sistemas ativos naturais provenientes da matéria prima utilizada
na producdo da kombucha (RAMIREZ TAPIAS et al., 2020).

Aduri et al. (2019) propuseram o desenvolvimento de embalagens para
armazenamento de alimentos a partir do SCOBY, observando sua interacéo
com alimentos em diferentes variaveis, bem como seu poder antimicrobiano.
As andlises foram realizadas embalando tomates, espinafre e uvas
separadamente. O SCOBY foi lavado em agua corrente, seco ao sol em
temperatura ambiente e depois costurado para se obter a embalagem para
acomodar os alimentos como ilustrado na Figura 5. Amostras de embalagens
plasticas foram utilizadas como controle. Comparando as amostras em
embalagens de plastico e SCOBY, ndo foram observadas perdas nutricionais
nos alimentos em relagdo a gordura, vitaminas (A, B5 e B6), minerais (zinco,
ferro, magnésio e cobre) e compostos bioativos (carotenoides totais, luteina,
licopeno e beta-caroteno). Uma pequena quantidade de leite foi testada como
amostra liquida e colocada em um saché preparado com o material de
embalagem. No entanto, a embalagem produzida por meio do SCOBY néo foi
eficiente na vedagdo de vazamentos. Boa capacidade antibacteriana foi
observada nas embalagens produzidas com SCOBY para Bacillus,
Enterobacter, Staphylococcus e Pseudomonas, mas ndo para Escherichia coli
(ADURI et al., 2019).
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Figura 5 - Embalagem feita de SCOBY.

Fonte (ADURI et al., 2019)

A modificagdo de SCOBY com a adicdo de bioextratos de plantas
herbais foi estudada para produzir filmes de nanocelulose antibacteriana
totalmente natural. O SCOBY obtido pela fermentacdo com cha preto foi
purificado e colocado em solugéo com o extrato vegetal para adsor¢cdo de seus
principios ativos. A analise Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) dos
filmes modificados revelou a presenca de uma camada turva de bioextratos na
rede de nanofibras do SCOBY. Os filmes adicionados dos bioextratos
mostraram consideravel atividade antibacteriana contra Escherichia coli e
Aerococcus viridians, sendo o extrato da Terminalia arjuna o mais eficaz
(SHARMA; BHARDWAJ, 2020).

A adicdo de proteinas de origem vegetal, como proteina isolada de soja
(PIS) e proteina de cogumelo (PC) em SCOBYs, foi estudada a fim de
desenvolver um tecido similar ao couro, de CB, ecologicamente correto e
melhorar sua durabilidade. As quantidades de PIS e PC foram determinadas
como sendo 20 e 50% em peso de CB, respectivamente. A durabilidade,
flexibilidade e recuperacédo de vincos do couro de CB aumentaram apos o
aprisionamento dos dois tipos de proteinas vegetais testadas. Porém, o filme
obtido a partir do aprisionamento de PC revelou resultados mais competitivos
guando comparado ao couro bovino, sendo considerado um material promissor
(KIM; SONG; KIM, 2021).
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Os procedimentos para implantacdo de filmes e embalagens
biodegradaveis provenientes de SCOBY ainda precisam ser aprimorados de
forma a tornar o produto mais aplicavel e com menor custo para a industria
(AZEREDO et al., 2019; RAMIREZ TAPIAS et al., 2020). A aplicacdo da CB
obtida pelo método convencional em filmes e revestimentos ja foi estudada, e a
maioria envolve o uso da celulose bacteriana dissociada, seja em suspensao
com agua ou na forma de p6 (FABRA et al., 2016; VIANA et al., 2018). A
técnica de casting é a mais comum para formar filmes a partir de CB
dissociada, que consiste em verter uma dispersao filmogénica sobre uma
superficie adequada, normalmente uma placa de acrilico e evaporar o solvente
(AZEREDO et al., 2019; DE MORAES et al., 2013),

O amido de mandioca é considerado uma boa matéria-prima para
elaboracdo de filmes devido a sua baixa temperatura de gelatinizacdo, em
torno de 60 °C, referentes a quantidade de amilose, ao grau de cristalinidade e
ao comprimento das cadeias de amilopectina (ZHOU et al., 2002). Porém,
estes filmes elaborados apenas com amido sdo quebradicos e pouco flexiveis,
sendo necessaria a utilizacdo de agentes plastificantes para reduzir sua
fragilidade e melhorar suas caracteristicas mecanicas (ARVANITOYANNIS;
BILIADERIS, 1999). Aliado ao plastificante, as propriedades mecanicas e de
barreira podem ser melhoradas incorporando nanocelulose bacteriana aos
filmes de amido (STARK, 2016). Visto isso, o presente trabalho caracterizara o
residuo industrial de kombucha, o SCOBY, e avaliara o efeito da adicdo da
nanocelulose proveniente do SCOBY nas propriedades dos filmes de amido.
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4. MATERIAIS E METODOS

A matéria prima utilizada no presente trabalho foi o residuo industrial de
SCOBY cedido pela empresa Tao Indastria de Bebidas Ltda de Porto Alegre —
RS. O SCOBY foi sintetizado a partir de fermentacao estatica e utilizacdo de
cha verde, cha preto e agucar cristal como substratos. O material foi retirado na
propria industria, transportado em embalagens apropriadas até o Laboratorio
de Compostos Bioativos e Processamento de Alimentos do Instituto de Ciéncia

e Tecnologia de Alimentos (ICTA) e armazenado sob refrigeracéo até seu uso.

4.1 PURIFICACAO DO SCOBY

A purificagdo do SCOBY consistiu basicamente na remogédo de
componentes como proteinas e acucares que estdo ligadas a celulose
bacteriana. A remocao destas impurezas foi realizada a partir da metodologia
adaptada de Rozenberga et al. (2016) e as etapas estdo descritas no

fluxograma da Figura 6.

Figura 6 — Fluxograma da etapa de purificacdo do SCOBY
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A etapa de trituragdo do SCOBY foi realizada em processador
convencional (Walita, Philipps), enquanto a etapa de ultrassom foi realizado no
equipamento Unique, USC 1400A. Apés lavagens, foi verificado se o pH estava
neutro (6-7) para finalizar a etapa de purificacdo, se ndo, mais lavagens com
dgua destilada foram realizadas até a neutralizacdo. Para validacdo do
processo de purificagdo, foi utilizado ao longo dos testes, a andlise de
proteinas pelo método de Kjeldahl até que so6 restasse tracos de proteinas na
amostra purificada, além de uma observacao visual do SCOBY transparente e
cristalino. Para facilitar a posterior caracterizacdo, as amostras foram
nomeadas como SCOBY integro (SI) sendo a versao anterior a etapa de
lavagem e purificacdo e SCOBY purificado (SP) ap6s o processo de
purificacéo.

Posteriormente as amostras foram secas em estufa a 105 °C por 24
horas e triturada em moinho de facas (SL — 31 Solab Cientifica) para obtencéo
de uma farinha homogénea, e, armazenadas em embalagem a vacuo para
analise de composicdo centesimal. Para as demais analises de caracterizacao
foi utilizado o SCOBY liofilizado, congelado a -70 °C e triturado no moinho de

facas.

4.2 OBTENCAO DE NANOFIBRAS

ApGs purificagdo, a celulose bacteriana foi diluida em agua destilada na
proporcao 1:2 e triturada em homogeneizador Ultra-Turrax (lka, T25, China),
por 5 min (3 repeticdes) a 15000 rpm com haste (S 25 N — 25 G) para melhor
dispersédo da celulose bacteriana como pré-etapa de homogeneizacédo, a qual
foi denominada SPO. Para obtencdo das nanofibras, foi utilizado um
homogeneizador de alta pressdo (NS 1001 L — Panda 2K, GEA Niro Soavi
Brasil). Foram realizadas 10, 20 e 30 passagens da amostra no
homogeneizador com pressdao de 600 bar, maior pressao atingida no
equipamento utilizado, para avaliagdo das melhores condicbes e
caracterizacdo das nanofibras (DIMA et al., 2017; OKIYAMA; MOTOKI; I,
1993). As amostras purificadas que passaram pelo turrax e pelo

homogeneizador de alta pressdo foram denominadas de acordo com seu
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namero de passagens, sendo SP10 (10 passagens), SP20 (20 passagens) e
SP30 (30 passagens).

4.3 CARACTERIZACAO DO SCOBY E DAS NANOFIBRAS OBTIDAS

As analises de caracterizacdo dos SCOBYs foram realizadas com as
amostras de 1 - SCOBY Integro (SI) e 2 - SCOBY Purificado (SP), com o
objetivo principal de avaliar o efeito da etapa de purificacdo em sua estrutura,
composicdo centesimal e estabilidade térmica.

J& a caracterizacdo das nanofibras obtidas foi realizadas nas seguintes
amostras: 3- SCOBY Purificado somente passagem ultraturrax (SP0), 4-
SCOBY Purificado 10x passagem homogeneizador (SP10), 5- SCOBY
Purificado 20x passagem homogeneizador (SP20), 6- SCOBY Purificado 30x
passagem homogeneizador (SP30).

4.3.1 Composicao Centesimal do SCOBY

Para caracterizacdo do SCOBY, integro e apés o processo de
purificacdo, inicialmente foi determinado o teor de umidade por diferenca de
peso apOs secagem em estufa a 105 °C. Em seguida foram realizadas
analises de acordo com os métodos da AOAC (2005). O teor de proteinas foi
determinado pelo método de Kjeldahl (N x 6,25 %). O teor de lipideos foi
determinado pela método de Bligh & Dyer (BLIGH; DYER, 1959) e o teor de
cinzas determinado em mufla (modelo 312.6SO ML1729, Elektro ThermLinn,
Alemanha) a 550 °C. As fibras totais alimentares foram determinadas através
do Kit enzimético gravimétrico da Aldrich (Kit Total DietaryFiber, Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, EUA). O contetdo de carboidratos foi determinado por

diferenca.

4.3.2 Caracteristicas Morfolégicas

As analises de microestrutura foram realizadas junto ao Centro de

Microscopia e Microanalise (CMM) da UFRGS, por meio do uso de Microscopia
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Eletronica de Varredura (MEV) para avaliacdo da microestrutura do SCOBY e
das nanofibras obtidas apds passagens no homogeneizador de alta presséo.
As amostras liofilizadas foram colocadas em suportes de aluminio e
metalizadas com uma camada de 92 A de ouro para melhorar a sua
condutividade, sob tensdo de aceleracdo de 5 e 10 kV de acordo com
metodologia de Tibolla et al. (2014).

4.3.3 Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica das amostras foi realizada em analisador
termogravimétrico (modelo TGA-50, Shimadzu, Jap&o) sob fluxo de nitrogénio,
com uma taxa de aquecimento de 10 °C.min™* da temperatura ambiente até 600
°C. Ao final, a perda de peso foi calculada pela porcentagem (%) em relacdo ao
peso inicial das amostras e um gréafico de temperatura (°C) por perda de peso
(%) foi plotado (TONGNUANCHAN et al., 2015).

4.4 ELABORACAO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS DE AMIDO COM
ADICAO DE NANOFIBRAS DE CELULOSE

Os filmes foram elaborados a base de amido de mandioca (Yoki
Alimentos, Sdo Paulo, Brasil), pelo método de casting utilizando glicerol
(Sigma, S&o Paulo, Brasil) como plastificante. A solucéo filmogénica a base de
amido (4 g/100 g) foi submetida a agitagdo mecanica por 30 minutos a 80 °C
para gelatinizacdo, em seguida o plastificante (0,1 g/g de amido) foi adicionado,
obtendo assim a solucédo filmogénica controle. Para elaboracdo dos filmes
contendo nanofibras de celulose, diferentes concentracdes das mesmas foram
adicionadas a solucao filmogénica controle (1, 3 e 5,0% (p/v) de nanofibra
bacteriana obtida anteriormente por volume de amido). Para uma avaliacdo da
efetividade do homogeneizador de alta pressédo nas fibras de CB, filmes de
amido adicionado das amostras de CB com apenas passagem no ultraturrax
foram elaboradas nas mesmas concentracfes das adi¢cdes de nanofibras (1, 3

e 5,0% (p/v) de celulose bacteriana — SPO - por volume de amido). Amostras
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das solucdes foram colocadas em placas acrilicas (24 g.cm™) e secas em
estufa com circulacao forcada (DelLeo, modelo BSAFD, Brasil) a 35 °C por 16 h
(DICK et al., 2015).

4.5 CARACTERIZACAO DOS FILMES
4.5.1 Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas de tensédo de ruptura no ensaio de tracédo e
percentual de alongamento na ruptura foram avaliadas em texturébmetro
(TA.XT2i e Stable Micro Systems, UK) com uma célula de carga de 5 kg, uma
distancia inicial entre as garras de 50 mm e velocidade de tracdo de 0,8 mm/s.
Os filmes foram cortados em tiras (100 x- 25 mm) e a espessura medida com
micrémetro digital (DIGIMESS, P40, Precision 0,001 mm, resolu¢cédo / 0 mm -
25 mm, Brasil) em cinco posi¢des aleatorias de cada tira. A resisténcia a tragao
(TS) e o percentual de elongacéo na ruptura (ER) foram determinados a partir
de dez tiras de cada filme de acordo com metodologia descrita por ASTM
D882-09 (2009).

4.5.2 Propriedades Opticas (Cor e Opacidade)

A opacidade foi determinada pela medida da absorvancia dos filmes a
210 e 600nm utilizando um espectrofotometro de UV (Shimadzu UV-1800). Os
filmes foram cortados em um retangulo e colocados diretamente em uma célula
de teste de espectrofotometro. Uma célula de teste vazia foi usada como
referéncia. A opacidade dos filmes foi calculada dividindo os valores da
absorbéancia (nm) pela espessura do filme (mm) (PAGNO et al., 2015). A cor foi
determinada com colorimetro (sistema Hunter Lab, modelo Miniscan XE, EUA)
operado com D65 (luz do dia) e utilizando os parametros de cores CIELab,
onde L (luminosidade), ax (vermelho-verde) e bx (amarelo-azul) foram
determinados. A diferenca de cor (AE) foi calculada de acordo com a equacéo
1 (ROTTA et al., 2009).

Equacao (1:) AE* = [AL*2 + Aa*2 + Ab*2 Y2
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4.5.3 Permeabilidade ao vapor de Agua

A permeabilidade de vapor de agua (PVA) foi determinada
gravimetricamente de acordo com o método descrito por Mei et al. (2013). As
amostras foram colocadas em células de permeacao (diametro interno = 63,5
mm, altura = 25 mm) preenchidas com cloreto de calcio anidro granular e
hermeticamente seladas. As células de permeacdo foram colocadas numa
camara de vidro com uma solucao saturada de cloreto de sodio para obtencéo
de gradientes de HR de 0 % / 75 % a 25 °C. O ganho de massa foi
determinado pesando a permeacdo celular em balanca analitica (AY 220,
Shimadzu) em intervalos de 2 h durante o periodo de 24 h. A permeabilidade
ao vapor de agua das amostras foi determinada em triplicata usando a

Equacéo 2.
Equacéao (2): PVA = (W*L)/(A*T*Ap)

onde W é a massa da agua que permeia o filme (g), L € a espessura do filme
(m), A é a area de permeacdo (m?), t é o tempo de permeacéo (h) e Ap é a

diferenca de presséo de vapor de agua entre os dois lados do filme (Pa).

4.5.4 Solubilidade em Agua

Para determinar a solubilidade dos filmes em agua, as amostras (discos
de 2 cm de diametro) foram previamente secas em estufa (DeLeo, TLKA48,
Brasil) a 105 °C por 24 horas. Em seguida, as amostras remanescentes do
processo de secagem foram imersas em agua destilada (30 mL) sob leve
agitacdo (25 °C/ 24 h) (Nova técnica, NT145, Brasil). Todas as amostras foram
novamente submetidas a secagem (105 °C / 24 h), onde o material ndo
solubilizado foi pesado para a determinacdo do peso final seco resultante do
processo de solubilizacdo (ASSIS et al., 2018). A solubilidade foi calculada a

partir da equacgéo (3):
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Equacéo (3): S (%) = [(m¢ — mg)/mg]x100

Onde: mg é a massa inicial da amostra seca de filme e m; € a massa seca

remanescente apos a etapa de solubilizacao.

4 55 Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica dos filmes foi analisada usando metodologia
termogravimétrica e realizada sob fluxo de nitrogénio em um modelo Shimadzu
Instrument TGA-502, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min desde a
temperatura ambiente até atingir 600 °C. Ao final, a perda de peso foi calculada
pela porcentagem (%) em relacdo ao peso inicial das amostras e um grafico de

temperatura (°C) por perda de peso (%) sera plotado.

4.5.6 Caracteristicas Morfolégicas

As andlises de microestrutura foram realizadas junto ao Centro de
Microscopia e Microanalise (CMM) da UFRGS, por meio do uso de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) para avaliacdo da microestrutura dos filmes
elaborados. Os filmes foram colocados em suportes de aluminio e metalizadas
com uma camada de 92 A de ouro para melhorar a sua condutividade, sob
tensdo de aceleracdo de 5 kV de acordo com metodologia de Tibolla et al.
(2014).

4.5.7 Biodegradabilidade

A avaliagédo da biodegradabilidade foi realizada para os filmes obtidos a
partir da adicdo das amostras SPO e SP30 de celulose bacteriana. O método
empregado foi baseado na avaliacdo da biodegradagao dos filmes quando os
mesmos sao enterrados e expostos a microflora natural encontrada no solo, de
acordo com metodologia empregada por Martucci e Ruseckaite (2009). Para
iss0, caixas de plastico compartimentadas (5,5 cm x 6 cm x 6,5 cm) e com area

superficial de 33 cm2 foram preenchidas com solo organico natural (Vida
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Ecological Development Ltda, Brasil), que foi utillizado como meio de
degradacdo de substrato para filmes. Os filmes foram recortados em
retangulos (2 cm x 3 cm) e secos em estufa (modelo TLK48, Deleo, Brasil) a
60 °C até peso constante (mg). Em seguida, foram acondicionados
separadamente em recipientes (3 cm x 4 cm) feitos de malha de aco de 2 mm,
gue foram previamente secos durante 48 h a 60 °C e pesados antes de serem
adicionados da amostra de filme. Os recipientes contendo as amostras foram
adicionados aos compartimentos de plastico contendo solo e enterrados a uma
profundidade de 4 cm da superficie do solo. A cada 3 dias, o conjunto
malha/filme foi retirado do solo, lavado com &gua destilada para remover as
particulas do solo e seco a 60 °C até peso constante (mt). O solo ser4 mantido
em 40% de teor de agua. A perda de peso dos filmes (%) apds a

biodegradacéo do solo foi determinada pela equacéao (4):

Equacéo (4): WL(%) = [(m¢ — mo)/mp]x100

Onde: mg € a massa inicial da amostra seca de fime e m; € a massa seca
remanescente no tempo de 3,6,9 ou 12 dias (MARTUCCI; RUSECKAITE,
2009a).

4.6 ANALISE ESTATISTICA
Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
submetidos a analise estatistica usando ANOVA e teste de comparacdo de

médias de Tukey ao nivel de 5% de significancia, através do programa
Statistica 12.0.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagcdo do SCOBY e das Nanofibras Obtidas

5.1.1 Composigéo Centesimal do SCOBY
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Existem diversas metodologias utilizadas para a purificagdo e
aproveitamento de celulose, tais como tratamento alcalino, &acido, com
solventes especificos, entre outros. O tratamento com hidroxido de sodio
aguoso é o método mais utilizado para purificacdo de celulose e hemicelulose
em celulose de fontes vegetais (RHIM; NG; RHIM, 2007). Da mesma forma,
este tratamento alcalino auxilia na remocgéo de taninos e polifenois, bem como
células de leveduras, proteinas e acgUcares que podem estar presentes no
SCOBY e sdo consideradas impurezas para utilizacdo posterior da sua
celulose bacteriana (AMARASEKARA; WANG; GRADY, 2020).

O SCOBY, em sua forma original, adquire uma colora¢cdo marrom devido
as melanoidinas presentes na kombucha, resultado da reacdo ndo enzimatica
entre aminoacidos e acgUcares redutores provenientes dos insumos utilizados
no processo fermentativo (DIMA et al.,, 2017). Esta coloracdo pode ser
visualizada na Figura 7, que apresenta o SCOBY antes e apés a etapa de

purificacéo.

Figura 7 - SCOBY integro (a) e apds etapa de purificacdo e pré-secagem em
estufa (b).

(b)

Amarasekara et al. (2020) avaliaram 4 diferentes metodologias de
purificacdo do SCOBY, porém em todas elas foi utilizado NaOH 1N em sua
primeira etapa para remoc¢ado de impurezas modificando sua temperatura (23
°C e 90 °C). As etapas posteriores também avaliadas foram de adicdo de
NaOCI e H,0,, para a¢do de branqueamento do SCOBY. Quando comparadas
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as temperaturas de banho de NaOH 1N, a eficiéncia de remocédo de impurezas
e maior indice de brancura foi alcancado no banho de 90 °C por 1 hora, sendo
estas condi¢cdes selecionadas e utilizadas no presente trabalho. O SCOBY
purificado (Figura 7b) foi obtido apds banho com NaOH 1N e 92 °C e lavagens

com agua destilada até neutralizacdo de seu pH.

Os resultados da composicao centesimal do SCOBY antes e depois do
processo de purificacdo sdo importantes para a validagdo do método de

purificacdo e estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Composi¢do Centesimal do SCOBY integro e purificado

SCOBY integro SCOBY purificado

Cinzas (b.s) 1,04 + 0,00? 1,05 + 0,00°
Proteina (b.s) 5,07 £ 0,072 0,56 + 0,04°
Lipidios Totais (b.s) 3,36 + 0,552 0,51 +0,11°
Carboidratos (b.s) 19,56 0,55
Fibras Alimentar Total 70,97 + 0,212 97.33+ 1,65
(b.s)
Umidade 97,92 + 0,052 98,91 + 0,05"

Os valores representam a média (g/100g) + desvio padrdo, das analises realizadas em
triplicata.
(b.s) = valores estabelecidos em base seca.

Na literatura as caracterizacfes existentes da composicdo do SCOBY
sdo, em grande parte, da sua composicédo microbiana (COTON et al., 2017), do
impacto de diferentes substratos fermentativos (YIM; SONG; KIM, 2017), ou de
formas de otimizar sua produtividade (AL-KALIFAWI; HASSAN, 2014). A
caracterizacdo de composicao centesimal ndo € comum devido ao interesse
em suas propriedades tecnoldgicas referentes a celulose bacteriana e, apenas
recentemente, seu interesse como possivel ingrediente alimenticio tem sido
relatado.

O estudo da composicdo do SCOBY, como um possivel ingrediente
alimenticio, foi realizado por Jayabalan et al. (2010), onde avaliaram suas

propriedades bioquimicas com intuito de utilizad-lo para enriguecimento
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nutricional de racdo animal. Foram estudados e quantificados os perfis de
aminoacidos, além da composicdo de proteina bruta (23,1 %), fibra bruta
(14,79 %), lipidio bruto (5,4 %) e cinzas (3,9 %) no 21° dia de fermentagédo. Os
valores de fibra bruta encontrados neste estudo sdo apenas uma porcao das
fibras analisadas, visto que foram também quantificados valores de fibra de
detergente &cido (32,9 %) e fibras de detergente neutro (38,9 %). Na Tabela 1
pode-se observar que o SCOBY apresentou 70,97 % de fibras totais em sua
composicdo, valor obtido através do método enzimatico de fibra dietética,
sendo o principal macronutriente em sua estrutura. A metodologia para
obtencdo de fibra dietética se difere da utilizada por Jayabalan et al. (2010),
visto que a fibra dietética compreende o somatoério do material vegetal na dieta
que é resistente a digestdo enzimatica. Este material inclui celulose,
polissacarideos nao celuldsicos, como hemicelulose, substancias pécticas,
gomas, mucilagens e um componente nao carboidrato, a lignina (DHINGRA et
al., 2012).

Ja para o SCOBY purificado foi obtido o valor de 97,33 % de fibras
totais. Estes valores estdo acordo com a literatura e comprovam que a celulose
bacteriana é formada por milhares de fibras e cadeias de celulose (CHAWLA et
al., 2009) e que a celulose é uma fibra insolavel (DHINGRA et al., 2012).
Contudo, outros valores de fibras totais dietéticas (analisadas pelo método
enzimatico) do SCOBY (com ou sem purificacdo), sem adicdo de outros
componentes em sua estrutura, ndo foram encontrados na literatura. A celulose
bacteriana é considerada uma fibra dietética “GRAS” — geralmente reconhecido
como seguro — pela Food and Drug Administration (FDA) desde 1992 (ULLAH;
SANTOS; KHAN, 2016).

A composicdo centesimal apresentou uma remocgdo de 94,22 % de
impurezas (somatério de lipidios, proteinas e carboidratos) do SCOBY apdés o
processo de purificagdo. O hidréxido de sodio ndo age sobre a remocgéo das
cinzas do SCOBY, sendo o Unico dos componentes que ndo obteve diferenca
significativa entre seus resultados pré e pos purificagdo. Os valores de cinzas
obtido no SCOBY integro foi de 1,5 %, valor inferior ao encontrado por
Jayabalan et al. (2010) de 3,9 % no 21° dia de fermentacdo. Contudo, o
conteudo de cinzas relatado no mesmo estudo para 7 e 14 dias de fermentagéo

foi de 0,83 % e 2,9 % respectivamente. Estes valores estdo de acordo com os
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tempos de processo fermentativo mais utilizados para kombucha que sé&o
relatados entre 7 e 10 dias (VILLARREAL-SOTO et al., 2018). Enquanto para a
celulose bacteriana Mitrofanov et al. (2010) obtiveram 1,0 % de cinzas em sua
amostra, valor proximo ao encontrado no SCOBY purificado (1,05 %) do
presente trabalho (MITROFANOV; BUDAEVA; SAKOVICH, 2010).

A aplicacdo mais conhecida em alimentos da celulose bacteriana é o
consumo de sua forma integral como sobremesa indigena das Filipinas,
chamada nata de coco. Ela € preparada pela fermentacdo da agua de coco
com a bactéria Acetobacter xylinus, a mesma presente primordialmente na
cultura microbiana da kombucha, até que se forme uma camada de celulose
bacteriana de 1 cm de altura e séo servidos em quadrados de 1 cm x 1 cm com
uma calda de acucar, xarope ou geléia (NUGROHO; AJI, 2015; SHI et al.,
2014). A Nata de coco é considerada uma fibra alimentar (MESOMYA et al.,
2006) devido ao seu teor de fibra referente a celulose presente em sua
estrutura. Um estudo avaliando diferentes fontes de nitrogénio na producgéo da
nata de coco mostrou uma concentracdo de 2,99 % a 4,71 % de fibra bruta
(pelo método detergente) em sua estrutura (SURYA et al., 2020) sendo um
valor inferior ao encontrado de fibra bruta (14,79 %) por Jayabalan et al. (2010)
devido ao processo de Nata de coco ser adicionado de calda de acucar em sua
composicao.

Okiyama et al. (1992) avaliaram as propriedades fisicas da celulose
bacteriana e encontraram valores de 99,1 % de umidade — sendo 98,8 % agua
livre - e 0,9 % de celulose em sua estrutura, analisados a partir de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) (OKIYAMA; MOTOKI; YAMA, 1992). Pela analise de
composicdo centesimal, os valores de umidade obtidos, no presente trabalho,
para o SCOBY integro e purificado foram de 97,92 % e 98,91 %,
respectivamente. Quando avaliado o impacto do processo de purificacdo por
NaOH nas amostras, Amarasekara et al. (2018) observaram um maior ganho
de peso umido apds as lavagens, o que pode ser devido a abertura de poros
da estrutura da celulose fazendo com que se absorvesse mais agua e 0S
préprios fons de sédio (AMARASEKARA; WANG; GRADY, 2020).

Os estudos comumente realizados de caracterizagcdo da celulose
bacteriana sao referentes as suas propriedades tecnolégicas, mecanicas, grau

de pureza e cristalinidade. Quanto a sua composicao centesimal de valores de
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proteina pelo método de Kjeldahl ndo ha estudos suficientes para comparacao
direta, embora estudos relatem a presenca de aminoacidos e proteinas
extracelulares na celulose bacteriana referente ao processo de formacao da
celulose bacteriana (FLEMMING; WINGENDER, 2010). Os valores obtidos no
presente trabalho foram de 5,07 % + 007 para o SCOBY integro e de 0,56 % +
0,04 para o SCOBY ap6s processo de purificacdo, uma reducédo de 89 % no
teor de proteinas o que confirma o elevado grau de pureza do SCOBY.
Andlises de propriedades tecnologicas para aplicacbes posteriores em
alimentos nao foram realizadas no presente trabalho devido ao menor prazo de
atividades ocasionado pela pandemia do COVID 19.

Entretanto, valores de composi¢cdo centesimal sdo interessantes para
caracterizacdo do SCOBY visto que sua composicdo €é formada
majoritariamente por fibras alimentares que podem ser aproveitadas tanto em
sua forma Umida para preparacgbes culinarias (TORAN-PEREG et al., 2021),

como em sua forma seca para aumentar os teores de fibra de uma formulagéo.

5.1.2 Caracteristicas Morfologicas

A andlise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) oferece
informacdes visuais importantes quanto a morfologia das redes de celulose e
as modificacbes causadas em sua matriz apds algum tratamento ou adicéo de
componentes. O SCOBY obtido através da fermentacdo da kombucha atua
como uma fonte de nutrientes tais como proteinas, enzimas extracelulares,
leveduras entre outros (FLEMMING; WINGENDER, 2010; JAYABALAN et al.,
2010). Esses componentes representam uma importante fonte de energia
durante o processo fermentativo da kombucha; no entanto, eles sao
considerados impurezas, uma vez que permanecem aderidos a estrutura da
pelicula como vistos na Figura 8.

As imagens da Figura 8 apresentam magnificacdo de 5.000x e 20.000x
dos SCOBYs liofilizados antes e apds o processo de purificacdo. Nela pode-se
observar a eficacia do processo de purificacdo onde 0s componentes
considerados impurezas (leveduras, agUcares, proteinas) foram removidos da

superficie da pelicula e estdo representados pelas flechas vermelhas. Além das
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impurezas, nota-se a estrutura da celulose bacteriana com seus emaranhados
de microfibrilas de didmetro menor do que 100 nm como ja observados em
outros estudos, sendo um diferencial quando comparado a estruturas de
celulose vegetal (DIMA et al., 2017; GOH et al., 2012).

Figura 8 — Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura. SCOBY integro A:
5.000x e B: 20.000x; SCOBY Purificado C: 5.000x e D: 20.000x.

18Ky Ko, BE8E S n 18kuU

O processo de purificacéo é relevante para as propriedades da celulose
bacteriana do SCOBY, visto que uma maior presenc¢a de células microbianas
pode diminuir o contato entre as fibrilas dentro de sua rede, reduzindo o
namero de ligacdes de hidrogénio e, portanto, a resisténcia das nanofibras de
sua estrutura (VILLARREAL-SOTO et al., 2020). Shehata et al. (2007) também
avaliaram a partir de MEV a modificacdo da estrutura do SCOBY apoés
tratamento com NaOH 1N a 90 °C em que as impurezas foram removidas e
isso pode ser visualizado na Figura 8 (SHEHATA; ALI, 2007).
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A Figura 9 ilustra as amostras de SCOBY Purificado que passaram por
tratamento mecénico somente de ultraturrax — SPO; além disso, ilustra as
amostras que passaram pelo homogeneizador de alta pressdo 10x, 20x e 30x
(posteriorimente ao ultra turrax), sendo codificadas como SP10, SP20 e SP30,
respectivamente. As imagens foram realizadas com aceleracdo de 5 kV e
aproximacéo de 20.000x, para uma comparacédo visual e dimensionamento da
estrutura e nanofibras de celulose presentes. Componentes considerados
impurezas na estrutura como leveduras e aminoacidos visualizados na amostra
do SCOBY integro, ndo sao visualizadas nas amostras da Figura 8,

corroborando com a eficacia da purificacao e de disposicdo das nanofibras.

Figura 9 — Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura das
nanofibras obtidas com aceleracao de 5 kV e 20.000x de aproximacao.
(A) SPO; (B) SP10; (C) SP20; (D) SP30.
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Dima et al., (2017) avaliaram a morfologia do SCOBY antes e apos
purificacdo com NaOH 4N, bem como apdés tratamentos mecanicos leves de
liquidificador, moinho coloidal e, com homogeneizador de alta pressdo a 1300

bar com passagens de 1, 10 e 25 vezes. Nas membranas de SCOBY integro
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foram visualizadas melanoidinas que cobriam partes da membrana e se
intercalam com a rede de celulose. Quando observado o efeito da lavagem
com NaOH 1N, ainda se visualizaram microcristais que ndo foram removidos,
contudo nédo foi aplicada alta temperatura neste estudo em conjunto com a
lavagem de NaOH, o que pode ter limitado o efeito da purificacdo. As
dimensbes das fibras causadas no SCOBY ap0s os tratamentos mecanicos
com liquidificador e moinho coloidal foram de comprimentos variando entre 0,5-
2 mm e 50-500 um, respectivamente. Quando avaliada a dimenséo, a partir das
imagens de MEV, apds passagens no homogeneizador a 1300 bar, foram
encontrados comprimentos de 100-500 um para 1 passagem, 60-100 ym para
10 passagens e apos 25 passagens no homogeneizador ndo foram
encontradas microestruturas de fibrilas de celulose com tamanho maior que 10
pum (DIMA et al., 2017).

Okiyama et al. (1993) utilizaram homogeneizador de alta pressao
variando de 100 a 550 bar na suspenséao de celulose bacteriana para avaliacéo
de suas propriedades tecnolégicas. A analise morfolégica identificou
microfibilas de 20-100 nm de diametro com comprimento de >50 ym apos a
desintegracdo da suspensdo na passagem pelo homogeneizador 30 vezes
(OKIYARNA; MOTOKI; I, 1993)

A celulose obtida a partir de processos microbianos ja sdo, muitas
vezes, denominadas nanoceluloses devido as nanodimensdes de suas fibras,
determinadas principalmente pelo seu didmetro inferior a 1 um, o que ja o
define como escala nano (LEE et al., 2014; TORRES; ARROYO; TRONCOSO,
2019). O homogeneizador de alta pressdo € uma alternativa para diminuir a
dimensdo das fibras e deixa-las mais homogéneas, alcancando a escala
nanométrica em maior parte de seus filamentos e arranjos.

As imagens obtidas de MEV (Figura 8 e 9) ilustram a disposicéo
aleatéria das nanofibras e com comprimentos na escala micrométrica ao longo
de seus filamentos. N&o foi possivel isolar uma fibra para aproximacdes que
pudessem dimensionar o tamanho dela no presente trabalho; no entanto a
Figura 9 apresenta uma maior dispersao das fibras de celulose, com aumento
de sua éarea superficial ao longo de maior nimero de passagens dos
tratamentos mecanicos aplicados. Essa dispersdo ndo € visualizada nas

amostras do SCOBYs integro (Sl) e purificado (SP) da Figura 8, os quais néo
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foram submetidos a tratamentos mecéanicos e se apresentam de forma
compactada nas imagens obtidas.

5.1.3 Anélise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TGA) € uma analise de estabilidade térmica
que se baseia na variacdo de massa de uma amostra, resultante de uma
transformacao fisica ou quimica em funcdo da temperatura. Em uma curva
TGA, observam-se inflexdes devido ao processo de degradacdo térmica do
material, que depende de sua natureza quimica (CAMPOS, 2014). No presente
trabalho, analises termogravimétricas foram realizadas para avaliar as
diferentes temperaturas de decomposicdo das 6 amostras de celulose

bacteriana: Sl, SP, SP0O, SP10, SP20 e SP30. Os resultados da andlise estao
dispostos na Figura 10.

Figura 10 — Analise Termogravimétrica das seguintes amostras: Sl, SP,
SPO, SP10, SP20 e SP30.

— I

100 - ——SP
] ——SP0

~ 80 —— SP10
> SP20
= SP30
£ 60
g
D]
=
S 404
z
Ay

20

0

0 100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

53



Sl: SCOBY integro

SP: SCOBY Purificado

SPO: SCOBY Purificado somente passagem ultraturrax
SP10: SCOBY Purificado 10x passagem homogeneizador
SP20: SCOBY Purificado 20x passagem homogeneizador
SP30: SCOBY Purificado 30x passagem homogeneizador

Durante o tratamento térmico inicial, todas as amostras apresentaram
uma pequena perda de peso a partir da temperatura ambiente até 150 °C
devido a perda de agua, como pode ser visto na Figura 10 que apresenta a
perda de massa (%) com o aumento da temperatura. Houve uma diferenca de
perda de massa entre as amostras do SCOBY integro (SI) e do SCOBY
purificado (SP), de 8,13 % para Sl e 5,18 % para o SP de degradacao de sua
massa entre 0 e 150 °C. O maior valor de perda de agua e de componentes
volateis para o Sl, comparado ndo s6 com o SP como com o restante das
amostras, sugere uma maior retencdo de agua em sua estrutura como também
presenca de compostos sensiveis termicamente como as melanoidinas (DIMA
et al., 2017).

As amostras de SCOBY purificado com 10 e 20 passagens (SP10 e
SP20) tiveram o inicio de sua maior degradacdo em uma menor faixa de
temperatura, dentro de 220 °C a 350 °C. Amarasekara et al. (2020) que
compararam SCOBYs com diferentes metodologias de purificacdo, obtiveram
amostras com rapida decomposicdo e maiores perdas de peso na faixa de 270
°C a 280 °C. Ja as amostras purificadas SP, SP0O e SP30 tiveram inicio de sua
maior etapa de degradacao entre 360 °C e 390 °C, resultando em uma perda
de peso significativa ao final, entre 86-90 %, ndo apresentando diferencga
significativa entre elas. Estes valores de degradacdo nesta faixa de
temperatura estdo condizentes com as amostras de celulose bacteriana
provenientes de uma cepa de Gluconacetobacter xylinus apresentados por
Mohammadkazemi et al. (2015), e, podem estar associados a uma degradacao
da celulose, incluindo despolimerizacdo, desidratagcdo e decomposicao de
unidades de glicose, seguida pela formacdo de um residuo de carbono
(VAZQUEZ et al., 2013).

Dima et al. (2017) que avaliou o impacto de 1, 10 e 25 passagens em
um microfluidizador (1300 bar) na estabilidade térmica do SCOBY integro ndo

encontrou diferenca entre as amostras, provavelmente devido a presenca de
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produtos nao celuldsicos. Quando comparado o0 mesmo numero de passagens
para a celulose microcristalina, o maior numero de passes através do
microfluidizador levou a um aumento gradual da estabilidade térmica. O
presente trabalho apresentou mesma inclinagdo e comportamento para as
amostras purificadas do SCOBY, ndo havendo uma diferenca consideravel nos

tratamentos recebidos entre elas.

5.2 Elaboracédo dos filmes biodegradaveis com adicdo de nanofibras de

celulose

As solucbes de nanofibras foram diluidas a partir das solu¢cdes em
concentracdo SCOBY 1: 2 Agua que passaram no homogeneizador de alta
pressdo, como mostra a Figura 11. Para a avaliacdo do efeito da adicdo de
celulose bacteriana aos filmes de amido, foi escolhida a solucdo de 30
passagens no homogeneizador de alta pressdo (SP30) pela mesma ter
recebido maior pressdo em suas fibras e ter apresentado maior area superficial

nas imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura.

Figura 11 — Solucéo de nanofibras ap6s homogeneizador de alta pressao na
concentracéo de 1% CB.
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A Figura 12 ilustra uma amostra do filme obtido na concentracdo de 3 %
de nanofibras de celulose bacteriana com 30 passagens pelo homogeneizador

de alta presséo.

Figura 12 — Frente e verso do filme obtido com 3% de nanofibras de
celulose bacteriana.
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5.3 Caracterizacéo dos Filmes contendo Nanofibras

5.3.1 Espessura e Propriedades Mecéanicas

As propriedades mecanicas dos filmes séo caracteristicas determinantes
para sua utilizacdo como material de embalagem. Espera-se que estes
materiais sejam resistentes a ruptura e abrasdo de forma que permita que o
alimento mantenha sua integridade e protecdo durante transporte e manuseio,
bem como seja possivel se adaptar a eventuais deformacfes que possam
ocorrer sem danos mecénicos (SENGUPTA e HAN, 2014).

Os resultados referentes a espessura e as propriedades mecanicas dos
filmes estdo relatados na Tabela 2. Quanto aos valores de espessura, 0 menor
valor encontrado foi de 0,054 mm da amostra com 1 % de adicdo de CB,
enguanto o maior valor, com diferenca significativa entre eles, foi de 0,100 mm
para o flme com maior adicéo de CB (5 %) e tratamento apenas com turrax. As
amostras ndo seguiram um aumento ou decréscimo linear dos valores de
espessura quando adicionados de CB com tratamento no HAP, visto que os
resultados para a amostra controle foram similares as amostras com adicdo de
1 e 3 % de CB com passagem no HAP (sem diferenca estatistica com 95% de
significancia). Este comportamento néo linear também foi observado no estudo
de Xie et al. (2020) que nao apresentou diferenca estatistica entre as
espessuras de suas amostras controle com adicdo de 5 % e 10 % de CB.
Apenas o filme com adicdo de 15 % de CB apresentou maior valor quando
comparado ao filme controle.

No entanto, os filmes que tiveram apenas o tratamento mecanico no
turrax apresentaram valores estatisticamente maiores de espessura, tanto
comparados ao controle como aos com passagem no HAP. Estes valores ndo
se diferiram estatisticamente entre as concentragcoes de CB adicionadas. Esse
maior valor de espessura e diferenca entre o restante das amostras, pode ter
sido ocasionada pela ma dispersdo da solugcdo de CB no filme de amido,
corroborado pelo maior desvio padréo destes filmes.

Tabela 2 — Valores de Espessura e Propriedades Mecéanicas — Resisténcia a
Tragao (RT) e Elongagédo na Ruptura (ER) dos filmes controle, apenas
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passagem no turrax e de 30 passagens no homogeneizador com adigéo de 1, 3
e 5% de nanofibras de celulose bacteriana

Resisténcia a

Elongacéo na

Filmes Espessura (mm) Trac&o (MPa) Ruptura (%)
Controle 0,062 + 0,003 34,97 + 1,47° 1,80 + 0,23°
T 1% CB 0,091 +0,010®® 19,80 * 2,68° 2,77 +0,15°
T 3% CB 0,099 + 0,013% 21,10 % 2,44° 2,29 +0,22°
T 5% CB 0,100 * 0,005° 19,69 * 2,38° 2,56 + 0,32%

30x 1% CB 0,055 + 0,003 43,34 +1,02° 2,44 +0,25%
30x 3% CB 0,065+ 0,005 42,60 + 2,512 2,29 +0,21°
30x 5% CB 0,073 + 0,006 43,34 +1,01° 2,20 +0,11°

Valores médios + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam
diferenca estatistica significativa (p < 0,05).

A resisténcia maxima a tracao (RT), comumente expressa em MPa, é a
resisténcia oferecida pelo material no ponto da ruptura. Os valores obtidos no
presente trabalho referentes as propriedades mecanicas dos filmes estéo
dispostos na Tabela 2. Quanto aos filmes com 30 passagens no HAP,
observou-se um aumento médio de 20% nos valores de RT, independente da
concentracédo de CB adicionada comparados com o filme controle. Enquanto os
filmes com CB tratadas mecanicamente apenas no turrax apresentaram valores
inferiores tanto ao controle quanto ao com CB que recebeu tratamento no HAP.
Estes valores inferiores dos filmes com adicdo de CB, pode ter ocorrido devido
a ma dispersdo da celulose na matriz de amido, fazendo com que fortes
ligagbes de hidrogénio comumente associadas a CB ndo tenham ocorrido e,
diminuindo assim a RT dos filmes.

Quando avaliado o efeito da adicdo de celulose bacteriana aos filmes de
amido, Chiulan et al. (2018) obtiveram aumento significativo em seus valores
de RT, com 17,2 MPa para o filme controle de amido/PVA e 21,0, 25,3, 33,6 e
29,5 MPa para as respectivas adi¢cdes de CB: 0,5, 1, 2 e 5 %. Liu et al. (2020)
também obtiveram grande impacto nas propriedades mecéanicas de seus filmes
a base de um polissacarideo chamado gluconomano konjak (GMK), com o
aumento da concentracdo de CB. Esta CB foi preparada a partir de lavagem
com NaOH 0,1M 2 horas a 80 °C seguido de hidrélise acida por 1 hora a 70 °C
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com agitacdo magnética. Quando o teor de CB aumentou de 0 para 4 % a RT
dos filmes aumentou de 46,43 MPa para 82,01 MPa, concluindo que este
comportamento pode ter ocorrido devido a um aumento de ligagbes de
hidrogénio entre o GMK e a CB, sugerindo que houve melhora da rigidez
interna dos filmes.

Fabra et al. (2016) n&o observaram diferenga significativa quando
adicionaram nanocelulose bacteriana —obtida a partir de hidrélise acida- aos
filmes de amido nas concentracfes de 2 % a 10 % comparados com filme
controle (11,2 MPa). Entretanto as concentracbes de 15 % e 20 %
apresentaram aumento significativo de sua RT com valores de 18,9 MPa e 20
MPa respectivamente. Ja o presente trabalho obteve valores maiores que o
controle, porém similares entre si. Esses resultados foram semelhantes ao
estudo de Chiulan et al. (2018) que definiu concentracéo de 2 % de adicédo de
CB (33,6 MPa de RT) como o filme escolhido pelo grupo como o mais
promissor para aplicagdbes em embalagens de alimentos.

Também foi avaliado o parametro de percentual de elongacéo na ruptura
(ER) que é um indice da flexibilidade ou ductilidade dos filmes em que, na
maioria dos casos, seu valor muda inversamente comparado aos valores de RT
(MARVIZADEH et al., 2017). Os resultados obtidos no presente trabalho foram
de 1,80 % para o filme controle de amido e observou-se um leve aumento,
independente da concentracdo de CB adicionada para os filmes e do processo
aplicado (turrax + HAP ou somente turrax).

Liu et al. (2020) apresentaram aumento nos valores de ER com o
aumento da concentracdo de CB (0 a 2 %) de 6,34 % para 9,44 %. Esse
percentual diminuiu quando maiores concentracdes de CB (2 % a 4 %) foram
avaliadas, apresentando valores de ER de 5,7 % para a maior concentracao de
4 % de CB. Esse fato explicado pela possibilidade do alto conteddo de CB com
seu grande numero de ligacbes de hidrogénio impedirem o movimento das
moléculas dos polimeros nos filmes tornando-os mais rigidos. Xie et al. (2020)
apresentaram reducdo de ER com o aumento da concentragcdo de CB nos
filmes com 5 % de casca de pele de batata, enquanto os filmes com 3 % de
casca de batata ndo apresentaram diferenca estatistica de ER de seu filme

controle e com adi¢bes de CB.
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No geral, a incorporacdo de celulose bacteriana nos filmes de amido
melhorou as propriedades mecénicas dos filmes desenvolvidos. As analises
realizadas apresentaram diferenca significativa nos valores de resisténcia a
tracdo e percentual de elongacdo na ruptura dos filmes com adicdo de CB
guando comparados ao filme controle de amido, independente da concentracéo
de CB adicionada. Uma maior concentracdo de nanocelulose bacteriana em
filmes de amido ocasionou uma fraca dispersdo das mesmas na matriz de
amido, diminuindo a resisténcia dos filmes como foi observado por Grey et al.
(2018). A utilizacdo de pressdo superior a 1000 bar no HAP pode trazer
melhorias nas propriedades mecéanicas e, também, uma possivel maior

interacdo das nanofibras com a matriz de amido.

5.3.2 Propriedades Opticas

O estudo da propriedade 6ptica dos filmes é relevante para a
apresentacao de produtos alimenticios e para sua protecdo contra iluminagéo
direta. As caracteristicas de cor dos filmes desenvolvidos estdo dispostas na
Tabela 3. O filme controle exibiu 0 maior valor de luminosidade (L*) (39,55),
diferindo-se significativamente (p<0,05) do restante dos filmes, sugerindo que
os filmes de amido puros sdo os mais claros e transparentes em comparacao
com os filmes adicionados de celulose bacteriana. Os filmes com adicdo de CB
apenas tratados com turrax ndo apresentaram diferenca significativa entre as
concentragdes de CB adicionadas. Enquanto os filmes com 30 passagens no
HAP apresentou menor luminosidade nas maiores concentracbes de CB
adicionadas (3 e 5 %) quando comparados ao filme de menor concentracdo de
CB (1 %).

Os valores encontrados de vermelho (a*) e amarelo (b*) aumentaram,
visto que os valores foram positivos, indicando que os filmes se apresentam
levemente amarelados apos a adicdo de celulose. Estes parametros tiveram
diferenca significativa entre o controle e os filmes adicionados de CB,

independente do tratamento mecéanico aplicado.
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A diferenca total de cor (AE) dos filmes que passaram apenas pelo
turrax com diferentes contetdos de celulose bacteriana quando comparados
com o somente de amido aumentaram significativamente de 0,66 (1 % CB)
para 1,38 (3 % CB), nao diferindo estatisticamente o filme de 5 % CB. No
entanto esses valores, bem como as diferencas entre estes filmes, ndo séo
perceptiveis a olho nu. Enquanto os filmes com 30 passagens no HAP
obtiveram diferenca estatistica entre a menor concentracdo de CB adicionada,
1,01 para 1 % CB até 2,09 para 5 % CB. Estas diferencas significativas indicam
que ha diferenca de cor entre as amostras e que a transparéncia dos filmes de
amido é menor do que os filmes a base de amido quando substéncias néo
dispersiveis como a CB s&o adicionadas, corroborando com os resultados

encontrados por Wang et al. (2021a).

Tabela 3 — Cor e Opacidade dos filmes controle, com passagem apenas no
turrax e com 30 passagens no homogeneizador e adi¢céo de 1, 3 e 5% de
nanofibras de celulose bacteriana

Parametros de cor Opacidade (A.mm™)

Filmes L* a* b* AE 210 nm 600 nm
Controle  39,55+0,57° 0,36+0,04°  1,18+0,1° - 14,53+0,07° 6,58 +0,71°
T1%CB  3889+0,37" 046%0,02° 1,31+002° 06603 12,62+1,02° 854+1,39°
T3%CB %7'2618,35 0,49+0,02® 1,47+0,04*° 1,38+0,06™ 12,42+0,87° 6,76%0,07°
T5%CB  37,89+0,44 043+0,03"™ 125+0,03" 1,31+04™ 1466+1,55" 9,22+0,88°
30x1% CB  38,04+0,26" 0,49+0,06% 1,32+0,05° 1,01+03“ 2285+0,22* 14,39+0,24°
30x3% CB 37,27+0,55° 0,46+0,08° 1,46+0,1* 1,78+0,08" 2351+1,35 17,03£0,8®
30x5% CB  36,96+0,72" 0,55+0,04*° 146+0,14* 209+0,01* 24,7+1,06° 18,88+0,68
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Valores médios + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam
diferenga estatistica significativa (p < 0,05).

Como relatado anteriormente, a adicdo de CB reduziu a luminosidade
transmitida pelos filmes e consequentemente aumentou sua opacidade, se
tornando menos transparentes com o aumento das concentracbes de CB,
indicando uma maior barreira de passagem de luz como foi observado também
no estudo de Xie et al. (2020).

Na Tabela 3 encontram-se o0s valores de opacidade para dois
comprimentos de onda, 210 nm e 600 nm. A adicdo de CB (com passagens no
HAP) levou a uma melhoria no bloqueio de UV e luz visivel. Na regido de luz
visivel (600 nm), a absorbancia aumentou significativamente apds adicdo de
CB, apresentando valores de 6,58 A.mm™ para o filme padrdo de amido e de
até 18,88 A.mm™ para o filme com adicdo de 5 % CB com 30 passagens no
HAP. Liu et al. (2020) desenvolveram filmes com gluconomano konjak e
avaliaram adicbes de 1 a 4 % de nanofibras de celulose bacteriana e
observaram aumento dos valores de absorbancia a 600 nhm com o aumento
das concentracdes de CB. Ja os filmes que passaram apenas pelo turrax ndo
apresentaram diferenca estatistica quando comparados ao filme controle, ndo
podendo relacionar a uma protecao fisica do filme neste comprimento de onda.

Quando avaliada a absorbancia na regido do UV (210 nm), os filmes
com passagem apenas pelo turrax, assim como na regido de luz visivel, ndo
apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) quando comparados ao filme
controle. Enquanto os valores do filme com adicdo de CB com 30 passagens
no HAP foram maiores quando comparados ao do filme de amido controle
(14,53), obtendo valores de absorbancia de 22,85 (1 % CB), 23,51 (3 % CB) e
24,7 (5 % CB). Com isso, verificou-se que a adicdo de CB a filmes de amido
aumentam a capacidade de barreira de luz, o que pode ajudar a proteger
alimentos embalados contra possiveis deterioragfes induzidas pelo contato
com a luz como oxidacdes de proteinas e lipidios, entre outros (WANG et al.,
2019).

5.3.3 Propriedades de Barreira e Solubilidade em Agua
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Andlises como solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua (PVA)
sdo essenciais para definicdo de posterior aplicacao do filme obtido. Em geral,
guanto menor os valores destes parametros, menor a transferéncia de umidade
do meio externo para o alimento, sendo um comportamento positivo para
preservacao da qualidade e integridade do alimento embalado.

A solubilidade em agua foi medida para estimar a resisténcia dos filmes
a agua. A Tabela 4 mostra que houve uma diminuic¢éo significativa (p<0,05) da
solubilidade do filme controle que apresentou valor de 37,36 % para os filmes
com adicdo de celulose bacteriana que variaram de 22,52 % para o filme com
adicdo de 1 % de CB e tratamento somente com turrax, até 7,69 % para o filme
com adicao de 5 % de CB com passagem no HAP. Essa diminuicdo pode estar
associada a interacdo entre as matrizes, referentes as ligac6es de hidrogénio
formadas entre os grupos hidroxilas do amido e da celulose bacteriana,
levando a formacdo de redes tridimensionais de celulose. Estas redes
restringem o movimento de polimeros de baixa massa molar e outros
compostos em direcdo a 4agua, limitando a solubilidade dos filmes
(NOSHIRVANI et al., 2018). Estes resultados corroboram com a estrutura
insolivel em agua da celulose, o que tende a diminuir a solubilidade do filme
com o aumento da concentragao de celulose (WANG et al., 2021).

Quanto a solubilidade do filme padrdo de amido de mandioca, o valor
obtido foi semelhante ao encontrado por Pagno et al. (2016) de 40,18 %.
Enquanto outros estudos obtiveram valores menores de 17,88 % (ASSIS et al.,
2018), 22,75 % e 21,25 % para diferentes variedades de amido de mandioca
(YAO DESIRE et al., 2021) em que apenas a concentracdo de glicerol
adicionada variou entre os filmes.

Xie et al. (2020) avaliaram o impacto da adigédo de 5, 10 e 15 % de
celulose bacteriana em filmes de casca de batata. A solubilidade dos filmes
diminuiu gradativamente com o0 aumento da concentracdo de celulose
bacteriana, passando de 33,5 % para o controle até 30,2 % para filme com
adicdo de 15 % de CB. Bem como outro estudo que também observou a
diminuicdo de solubilidade dos filmes de 21,39 % (controle) para 18,55 % com
adicdo de 10 % de celulose bacteriana apos 24 h de imersdao (WANG et al.,
2017).
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Shih et al. (2021) obtiveram 19,7 % e 16,45 % de solubilidade para
filmes de amido de mandioca adicionados de 5 e 10 % de nanofibras de
celulose, respectivamente. Este resultado foi atribuido a formacgéo da rede de
nanofibras que dificultou a difusdo da agua através da matriz de amido (SHIH;
ZHAO, 2021). Embora todos os filmes com adicdo de CB tenham apresentado
reducgéo significativa de solubilidade quando comparados ao filme controle, os
filmes que receberam tratamento apenas com turrax apresentaram uma menor
reducdo com o aumento da concentracdo de CB adicionada. Indicando que o
efeito do HAP nas fibras de celulose apresentou uma melhor dispersdo no
amido e consequentemente uma menor solubilidade destes filmes.

Esta reducdo da solubilidade dos filmes é desejada para fornecer uma
resisténcia a agua e proteger a integridade do produto alimenticio a ser
acondicionado. Uma maior solubilidade pode ser desejada em produtos os
quais serdo consumidos juntamente com o alimento em sua coccao ou
preparo; no entanto quando o alimento € liquido ou aquoso, filmes com elevada

solubilidade n&o sao indicados.

Tabela 4 — Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e solubilidade em agua
dos filmes controle, com passagem apenas no turrax e com 30 passagens no
homogeneizador com adi¢céo de 1, 3 e 5% de nanofibras de celulose

bacteriana.

Filmes PVA (g.mm/m*.h .kPa) Solubilidade (%)
Controle 0,175 + 0,005° 37,36 +1,9°
T1% CB 0,211 + 0,021%° 22,53 +1,4°
T3%CB 0,224 +0,0072 21,80 + 0,6°
T 5% CB 0,202 + 0,006" 18,58 + 1,3°

30x 1% CB 0,168 + 0,003° 15,38 + 2,2°
30x 3% CB 0,165 + 0,006° 12,68 + 1,2¢
30x 5% CB 0,163 + 0,002° 7,69 +1,2°
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Valores médios + desvio padrédo (n=3). Letras diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam
diferenca estatistica significativa (p < 0,05).

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) obtido para o filme controle,
apresentado na Tabela 4, apresentou valor inferior ao encontrado por Pagno et
al. (2016) de 0,202 g mm/ h m? kPa para filme de amido de mandioca. Como
mostrado na Tabela 4, todos os filmes apresentaram valores semelhantes
(p<0,05) para PVA. O resultado de PVA obtido por Xie et al. (2020) para o
filme controle de 3 % casca de batata foi de 0,170 g mm/h m? kPa e apenas o
filme com adicdo de 10 % de CB apresentou um decréscimo em sua
permeabilidade, com valor de 0,110 g mm/ h m? kPa, enquanto os filmes com
adicdo de 5 % e 15 % ndo apresentaram diferenca estatistica quando
comparados ao filme controle.

A reducao de valores de PVA quando adicionado de celulose bacteriana
foram observados em estudos anteriores com adicédo de 2 a 20 % de CB em
filmes de amido de milho termoplastico com valores de PVA de 0,155 g mm/ h
m? kPa para controle e 0,064 g mm/ h m? kPa quando adicionados de 15 % de
CB (FABRA et al., 2016). Bem como quando as nanofibras de CB foram
adicionados a filmes de alcool polivinilico/amido. Em que os valores de PVA
foram de 0,219 g mm/ h m? kPa para controle e reduzido até 0,147 g mm/ h m?
kPa com adicdo de 5% de CB (CHIULAN et al., 2018).

Coelho et al. (2020) avaliaram o efeito da adicdo de nanocristais de
celulose (NCC) obtidos a partir de bagaco de uva em filmes de amido. O filme
controle de amido apresentou 7,5 x 10" g x h.m.Pa” ! de PVA e ap6s adicéo
de 1 % e 2 % de NCC os valores de PVA diminuiram (4,25 e 4,55 x 107" g x
h.m.Pa” !, respectivamente). No entanto, quando a concentracdo de NCC
aumentou nos filmes (5%, 10% e 15%), a PVA aumentou significativamente
(p<0,05). Os autores sugerem que nessas concentracdes (1 % e 2 % NCCs),
as NCCs se dispersaram bem na matriz de amido, proporcionando um
aumento no caminho das moléculas de agua na matriz polimérica, diminuindo
assim sua PVA.

Em outro estudo a incorporacdo de nanofibras de celulose (NFC)
apresentou reducdo da PVA até adicdo de 3 % de NFC, devido a boa

dispersdo destas nanofibras na matriz de amido, o que impediu a entrada das
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moléculas de agua nos filmes. Ja na concentracao de 4 % de NFC a PVA dos
filmes aumentou, possivelmente pela aglomeracdo das nanoestruturas nos
filmes levando a uma difusdo mais rapida do vapor de agua através do filme
(BALAKRISHNAN et al., 2017).

No presente trabalho os filmes com adicdo de CB com tratamento
mecanicos apenas no turrax apresentaram um maior valor de PVA comparados
ao controle e com tratamento no HAP. Este aumento sugere uma ma dispersao
da CB ao filme do amido, corroborando com os resultados de Coelho et al.
(2020) em concentracdes de 5 % CB e valores superiores. Resultando em
filmes com uma maior permeabilidade ao vapor d’agua, limitando sua aplicagdo
em alimentos com maior teor de umidade quando comparados ao filme controle
e com passagens pelo HAP.

A diminuicdo dos valores de PVA depende de muitos fatores, como a
hidrofilicidade/hidrofibicidade de sua matriz, da dimensdo de suas patrticulas,
da interacdo de seus componentes, entre outros fatores. Neste caso, a
auséncia de efeito nos valores de PVA dos filmes com CB tratadas no HAP
deve ter sido ocasionada pela falta de interacdo da celulose bacteriana com a
matriz de amido na concentragédo adicionada, impedindo um efeito de barreira

Nno mesmo.

5.3.4 Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica dos filmes foi avaliada a partir da analise
termogravimétrica (TGA), A perda de massa (%) e a temperatura para

degradacdo méaxima de decomposicao dos filmes sédo mostradas na Figura 13.

Figura 13 — Andlise Termogravimétrica dos filmes controle, 30x 1% CB, 30x
3% CB, 30x5% CB, T1% CB, T3% CBe T 5% CB.
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30x 1 % CB: Filme de amido com adicdo de 1 % de celulose bacteriana com 30
passagens no homogeneizador de alta pressao

30x 3 % CB: Filme de amido com adicdo de 3 % de celulose bacteriana com 30
passagens no homogeneizador de alta pressao

30x 5 % CB: Filme de amido com adicdo de 5 % de celulose bacteriana com 30
passagens no homogeneizador de alta pressao

T 1 % CB: Filme de amido com adic&o de 1 % de celulose bacteriana com apenas etapa
de homogeneizagdo no turrax

T 3 % CB: Filme de amido com adicdo de 3 % de celulose bacteriana com apenas etapa
de homogeneizagdo no turrax

T 5 % CB: Filme de amido com adicdo de 5 % de celulose bacteriana com apenas etapa
de homogeneizagdo no turrax

A primeira inflexdo no grafico, referente ao primeiro ponto de

degradacéao dos filmes, foi identificada até a temperatura de 150 °C, em que a

percentual de peso degradado foi em média de 12 % referentes a evaporacdo

de agua dos filmes, como ja relatado em outros estudos (ASSIS et al., 2018;
COLLAZO-BIGLIARDI; ORTEGA-TORO; CHIRALT, 2019). O segundo ponto

de degradacao dos filmes, que ocorre entre 150 °C e 260 °C e € caracterizado

pela perda de peso atribuida a degradacdo do glicerol nos filmes (MEDINA

JARAMILLO et al., 2016) ndo se mostrou visivel no grafico possivelmente pela

baixa concentragcdo de glicerol utilizada nos filmes (0,1 g/g de amido). A

principal degradacdo dos filmes ocorreu entre 310 °C e 350 °C e estad na

inflexdo mais ingreme apresentada na Figura 13. Esta inflexdo mais intensa
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esta relacionada a degradacdo do amido e dos componentes de celulose
presentes nos filmes.

Todos os filmes, tanto controle quanto com adicdo de diferentes
concentracbes e tratamentos da celulose bacteriana, mostraram
comportamento térmico semelhante na faixa de temperatura de 150 a 300 °C.
Isto €, a adicdo de CB nédo afetou as propriedades térmicas dos filmes. O
mesmo comportamento foi encontrado no estudo de Xie et al. (2020) com
adicoes de até 15 % de CB a filmes de casca de batata, os quais relacionaram
que houve interacdes fisicas entre a CB e o biopolimero da matriz do filme.
Wang et al. (2019) também relataram que a adicdo de celulose (nanocristais) a
filmes de acido polilatico ndo alteraram o perfil de degradacédo térmica dos
filmes de acordo com a analise de DTG.

Contudo, Liu et al. (2020) obtiveram aumento da estabilidade térmica
dos filmes quando adicionados de nanofibras de celulose bacteriana (NFCB).
Os filmes com conteldos de 0, 1%, 2% e 3% de NFCB obtiveram seus picos
principais de degradacao entre 280 °C e 330 °C, enquanto o filme com adicdo
de 4% de NFCB apresentou sua maior degradacédo entre 370 °C e 440 °C,
sugerindo que os filmes com maior concentracdo de NFCB apresentaram maior

estabilidade térmica.

5.3.5 Biodegradabilidade

A biodegradacao é um processo biolégico em que substancias organicas
sao fragmentadas por organismos vivos e convertidas em substancias naturais
como diéxido de carbono, metano, agua e biomassa (SHAH et al., 2008). A
analise de biodegradabilidade em um solo composto visa desempenhar um
processo de degradacdo dos filmes desenvolvidos em ambientes naturais,
onde o solo & geralmente composto por microflora onde estdo presentes
bactérias, fungos e protozoarios que atuam em sinergia no processo de
biodegradabilidade (MARTUCCI; RUSECKAITE, 2009b).

Os filmes foram submetidos a analise de biodegradabilidade onde a
Figura 14 mostra a aparéncia dos filmes ao longo dos 12 dias de analise, os
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quais foram retirados a cada 3 dias para avaliacdo visual e percentual de perda

de massa de suas amostras.

Figura 14 — Aparéncia dos filmes desenvolvidos até 12 dias de
biodegradabilidade.

CONTROLE 30x 1% CB 30x 3% CB 30x 5% CB T1%CB T3%CB T5%CB

Os filmes apresentaram rapida biodegradabilidade e aumento da taxa de
biodegradacéo através da andlise visual dos filmes. Quanto a perda de massa
das amostras, elas variaram de 50 a 60 %, ndo apresentando diferenca
significativa entre os filmes com diferentes concentragfes e tratamentos da CB.
A biodegradabilidade em filmes a base de amido de mandioca também foi
observado por Medina Jaramillo et al. (2016) o qual adicionaram extrato de
erva-mate nos filmes e obtiveram uma rapida biodegradabilidade do material
em 12 dias.
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Filmes biodegradaveis obtidos a partir de amido e glicerol podem
apresentar elevada perda de massa durante o processo de biodegradacgéo
devido ao aumento da absor¢cdo de &gua, visto que ambos possuem caréater
hidrofilico. Este aumento de absorcdo de agua promove o crescimento de
microrganismos naturalmente presentes no solo que atuam na fonte de
carboidratos, resultando em uma maior e mais rapida degradacdo destes
materiais (MARAN et al.,, 2014). Seligra et al. (2016) também avaliou a
degradacéao de filmes de amido que apresentaram uma rapida perda de massa
nos primeiros 15 dias, porém apds os 30 dias de analise os filmes

demonstraram uma degradacéo significativa.

A avaliacdo da biodegradabilidade de filmes de carboximetil celulose
(CMC) com diferentes concentracfes de glicerol foi estudada por Hidayati et al.
(2021). A CMC foi obtida a partir da alga Eucheuma cottonii e o teste de
degradacéo dos filmes obtidos apresentou decomposicdo em 14 dias de
analise. Demonstrando a biodegradabilidade da celulose e importancia do
desenvolvimento de embalagens em substituicdo aos polimeros obtidos de

polimeros ndo biodegradaveis, auxiliando em um menor impacto ambiental.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Com o crescimento mundial do mercado de kombucha, estudos sobre a
bebida e sobre um possivel reaproveitamento do seu residuo industrial, o
SCOBY, vém aumentando na literatura. A caracterizagdo fisico-quimica do
SCOBY tanto em sua forma integra quanto purificada € relevante por ser uma
fonte alternativa de obtencédo de celulose bacteriana, um produto com alto
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potencial de mercado, porém, com sua producao ainda limitada pelo alto custo
e baixa produtividade do processo fermentativo.

A obtencdo das nanofibras a partir do residuo de kombucha foi
observada no presente trabalho a partir da analise das imagens de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), a qual também evidenciou a eficacia da
purificagdo utilizada. Além disso, a caracterizacdo da composi¢cdo centesimal
do SCOBY integro e purificado confirmou a eficiéncia do processo de
purificacdo. O SCOBY integro apresentou teores de proteinas e carboidratos
além de fibras alimentares em sua composi¢cao centesimal, enquanto o SCOBY
purificado apresentou teor de 97,33 % de fibras alimentares finais, sendo
ingrediente promissor para uso em formulacdes com maior teor de fibras.
Pode-se observar também estrutura e comportamento semelhante aos
referentes a celulose bacteriana proveniente apenas de Gluconacetobacter
Xylinus em sua morfologia e estabilidade térmica.

A aplicacdo da celulose bacteriana ap6s acao mecanica pela passagem
em homogeneizador de alta pressao foi avaliada em filmes biodegradaveis a
base de amido. Analises referentes aos parametros mecanicos, propriedades
Opticas e de solubilidade em agua dos filmes apresentaram uma melhoria com
a adicdo de celulose bacteriana quando comparados aos filmes controles
(somente de amido). Podendo considerar a efetividade do tratamento em HAP
da celulose bacteriana proveniente do SCOBY e sua aplicagdo como material
de reforco em filmes biodegradaveis como uma alternativa de menor impacto
ambiental. Abrindo possibilidades para diferentes aplicagdes deste subproduto

de valor agregado e que estd em crescimento atualmente.
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