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RESUMO

Atencéo especial tem sido dada nos ultimos anos a busca por materiais sustentaveis
gue oferecam menores impactos ao meio ambiente. Dessa forma, destaca-se a
celulose, polimero natural abundante e presente em diferentes fontes renovaveis,
sejam vegetais ou microbianas. As Ultimas sdo capazes de produzir a chamada
celulose bacteriana (CB), com vantagens como: auséncia de lignina e hemiceluloses,
alta resisténcia a tracao, elasticidade, durabilidade e alta cristalinidade, além de ser
biodegradavel, atéxica e biocompativel. As membranas de Kombucha (KC), sao
fontes de CB ainda pouco exploradas. A KC, é subproduto de bebida milenar,
consideradas peliculas celulésicas que podem ser obtidas por meio da fermentacéo
de cha preto ou verde. Com isso, 0 objetivo deste estudo foi a producdo e a
caracterizacao das propriedades fisicas e quimicas de CB, a partir das membranas
de celulose bacteriana de Kombucha (MCBK) cultivadas em cha verde e sacarose,
além da obtencdo de nanocelulose bacteriana de Kombucha (NCCB), via reacéo
hidrolitica. As MCBK foram produzidas por meio de um consorcio simbidtico de
leveduras e bactérias, cultivadas pela fermentacdo de cha verde e sacarose, a partir
de um pré-indculo da prépria MCBK, mantidos em estufa a 35°C por 21 dias, os quais
foram purificadas com agua destilada e hidréxido de sédio (NaOH) posteriormente.
Para as suspensdes de NCCB, estas foram obtidas mediante reacéo de hidrélise acida
das MCBK, com acido sulfurico (H2SO4) a 64% e 50°C, variando o tempo reacional,
seguida do processo de dialise até pH neutro. As MCBK antes e apos purificacédo
foram caracterizadas mediante as técnicas de microscopia de forca atémica (AFM),
microscopia eletrbnica de varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva
(EDS), espectroscopia de absorcdo no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e Difracdo de Raio-X (DRX). As suspensdes de NCCB foram caracterizadas
apenas por AFM. Analises de AFM e MEV revelaram a morfologia das estruturas das
MCBK em longas cadeias fibrosas, que se apresentaram aglomeradas e entrelacadas.
As intensidades relativas por DRX variaram apés o processo de purificacéo, indicando
possivel alteracdo na cristalinidade. A presenca dos elementos carbono e oxigénio
nas MCBK antes e ap0s purificacdo também foram confirmados por EDS. Assim,
conclui-se que por meio da caraterizacfes mencionadas e pela morfologia das NCCB,
estas oferecem resisténcia em suas cadeias celulésicas durante o ataque acido, que
pode ser observado pelas imagens de AFM, devido a presenca de curvaturas nas
nanofibrilas de KC, que por vez a potencializa como fonte promissora de matéria-
prima, para producdo de novos materiais sustentaveis.

Palavra-chave: Nanociéncia. Fontes Renovaveis. Celulose Bacteriana.
Biopolimeros.
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ABSTRACT

In the last years, sustainable materials that provide less environmental impact are
gaining special attention. In this context, cellulose, a natural and abundant polymer
from several renewable vegetable and microbial sources, is being highlighted in related
literature. Bacterial cellulose (BC) from microbial sources presents several
advantageous properties as lignin and hemicellulose absence, high resistance to
traction, elasticity, durability, and a high degree of crystallinity. Also, BC is
biodegradable, non-toxic, and biocompatible. A less explored source of BC includes
Kombucha membranes (KM), a by-product of Kombucha's ancient beverage. KM are
cellulosic pellicles derived from the fermentation of black or green tea broth. Thus, the
main objective of this study was the production and characterization of the physical
and chemical properties of BC obtained from Kombucha’s bacterial cellulose
membranes (KBCM) based on the fermentation of green tea broth with added sucrose.
We also aimed at the production of bacterial nanocellulose from Kombucha beverage
(BNKB) via a hydrolytic reaction. KBCM was produced using a symbiotic consortium
of bacteria and yeast during the fermentation of green tea broth and sucrose inoculated
with an initial KBCM solution and fermented at 35°C for 21 days. After, the KBCM
solution was purified using distilled water and sodium hydroxide (NaOH). BKNB were
extracted via KBCM acid hydrolysis with 64% sulfuric acid at 50°C, and reaction time
variation, followed by dialysis processes until reach a neutral pH value. KBCM were
analyzed before and after the purification process using atomic force microscopy
(AFM), scanning electron microscopy (SEM), energy-dispersive spectroscopy (EDS),
Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, and X-ray diffraction (XRD).
Suspensions containing BNKB were characterized by AFM only. KBCM before and
after purification were characterized by the techniques of atomic force microscopy
(AFM), scanning electron microscopy (SEM), dispersive energy spectroscopy (EDS),
infrared absorption spectroscopy with Fourier transform (FTIR) and Diffraction X-ray
(XRD). BNKB suspensions were characterized only by AFM. AFM and SEM analyzes
revealed the morphology of the BNKB structures in long fibrous chains, which were
clustered and interlaced. The relative intensities by XRD varied after the purification
process, indicating a possible change in crystallinity. The presence of carbon and
oxygen elements in KBCM before and after purification were also confirmed by EDS.
Thus, it is concluded that through the mentioned characteristics and the BNKB
morphology, they offer resistance in their cellulosic chains during the acid attack, which
can be observed by the AFM images, due to the presence of curvatures in the KC
nanofibrils, which by time it leverages it as a promising source of raw material for the
production of new sustainable materials.

Keywords: Nanoscience. Renewable Sources. Bacterial Cellulose. Biopolymers.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, devido aos impactos globais provocados pelo homem, em
especial os problemas ambientais, tem-se acentuado o interesse da sociedade e, em
particular, da comunidade cientifica, para o0 desenvolvimento de materiais
ecologicamente amigaveis (GONG et al., 2017; LIMA et al.,2015).

Neste contexto o termo biodegradabilidade vem ganhando forca, sendo que,
materiais de base biologica tém sido amplamente estudados e utilizados no
desenvolvimento de bionanocompdsitos. Dentre esses materiais biolégicos,
destacam-se o0s nanocristais de celulose (CNC) e nanofibrilas (CNF) de celulose,
obtidos a partir de fontes naturais, tais como plantas, bactérias e algas, por exemplo
(GONG et al., 2017; Xu et al., 2013).

Por sua vez, tanto os CNC como CFC podem atuar como agentes de refor¢os
em matrizes poliméricas, naturais ou sintéticas, classificando-os como
nanocompositos. A ampla aplicacdo dos materiais nanocompdsitos tem se
apresentado como alternativa promissora aos compaositos comuns, principalmente em
setores industriais, de embalagens, alimentos e afins (WOEHL et al., 2010; SIQUEIRA
et al., 2009; XU et al.,2013; PRADO et al.,2019).

Destaca-se a utilizacdo de fontes renovaveis, como matéria-prima sustentavel,
e consideravel potencial de aplicacbes nesse campo cientifico. Dentre as fontes
naturais para o desenvolvimento de polimeros biodegradaveis, destaca-se o amido e
a celulose, podendo ser encontrados em grande escala na natureza (LAHIJI et al.,
2010).

A celulose é um polimero natural que pode ser encontrado em abundancia a
partir de fontes renovaveis terrestres (madeira, rami, juta, algodao, entre outros), algas
marinhas, tunicados e de algumas bactérias (LIMA et al., 2015; PRADO et al., 2019).
As nanoceluloses (denominadas por nanofibrilas ou nanocristais) podem ser adotadas
como material de reforco na producdo de novos materiais, além de oferecerem
melhores propriedades fisico-quimicas, grande area superficial especifica, alta
resisténcia e baixa densidade (LIMA et al.,2015; XU et al., 2013; PRADO et al.,2019).

Uma fonte promissora para obtengéo da celulose séo as bactérias, capazes de

produzir a chamada celulose bacteriana (CB), que tem tido notavel crescimento neste
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campo da nanociéncia que busca alternativas dos produtos sintético por sustentaveis,
em especial porque as CB n&o necessitam de tratamentos complexos para sua
extracdo comparadas as celuloses vegetais, e também pelas CB oferecerem
excelentes propriedades mecéanicas, como resisténcia a tracado entre outros, por
exemplo (LIMA et al.,2015).

Segundo os autores (LIMA et al., 2015; PIRICH, 2017; SOUZA,2012;
BRANDES et al., 2016; PRADO et al.,2019), um dos processos mais empregados
para obtencdo de nanocelulose, vegetais e/ou bacterianas, € o processo de hidrolise
acida, geralmente empregando um acido de carater forte, por exemplo, &cido sulfdrico
(H2S04

Ressalta-se, consideravel aplicacdo de nanocelulose bacteriana para uso como
biossensores, no campo biomédico, capazes de promover diagnésticos medicinais,
precursores cirurgicos e também como agentes de reforcos em matrizes poliméricas,
conferindo melhores desempenhos mecanicos e de resisténcia aos novos
nanomateriais (WOEHL et al., 2009; LIMA et al., 2015; KONDAGESKI, 2016; PIRICH,
2017).

Com base no exposto, o presente estudo tem por objetivo obter membranas de
celulose bacteriana, a partir de membrana de Kombucha (MCBK), e destas produzir
as nanofibrilas de celulose bacteriana de Kombucha (NFCBK), a fim de determinar as
condi¢cBes ideais de isolamento das NFCBK e assim verificar suas dimensfes e

morfologia, que poderdo atuar como agentes de reforcos.

A investigacdo de uma fonte de CB como a KC reforca a necessidade de melhor
explora-la devido a pouca demanda de trabalhos cientificos que discutam suas

potencialidades e a torna promissora por ser de facil obtencao e baixo custo.

Os desafios e também vantagens dessa CB se encontram em explorar
minuciosamente suas condi¢cdes experimentais, uma vez que requerem pProcessos
simples de obtencdo, o que viabiliza maiores andlises de suas propriedades, como

mecanica, quimica, toxicidade, biodegradabilidade entre outros.
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Para tanto, foram investigadas as melhores condi¢des reacionais de hidrolise
acida para isolamento da nanocelulose, tais como concentracdo de acido, tempo e
temperatura. Além disso foram empregados as principais técnicas microscopicas de
caracterizacdo para avaliar e interpretar a morfologia e composi¢cdo quimica das
amostras em estudo, dentre elas microscopia de forga atdbmica (AFM), microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva (EDS),
espectroscopia de absorcéo na regiao do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e Difragao de Raio-X (DRX).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Obter as membranas de celulose bacteriana de Kombucha a partir do cha verde

e obter as nanofibrilas de celulose via hidrélise acida.
2.2 Objetivos especificos
Os objetivos especificos deste trabalho séo:

- Caracterizar morfologicamente (AFM e MEV) as membranas de celulose

bacteriana;

- Caracterizacdo da composi¢cao quimica de elementos e grupos quimicos, e a
cristalinidade das MCBK via EDS, FTIR e DRX.

-Investigar o efeito do tempo de hidrdlise acida para obtencao das nanofibrilas;

- Caracterizar morfologicamente as nanofibrilas de celulose via AFM.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Celulose

A celulose (CeH100s)n € 0 biopolimero mais abundante da natureza e possuli
uma taxa de regeneracédo superior a 1000 t/ano por meio da fotossintese. Dentre as
plantas que apresentam uma elevada quantidade de celulose destacam-se o linho,
juta, algoddo, rami e canhamo. Pode também ser encontrada em alguns animais
marinhos, por exemplo, os tunicados e em menor propor¢cdo em fungos, algas,
bactérias e até em protozoarios (PEREIRA et al., 2014; CESAR et al., 2015).

Esse biopolimero apresenta as seguintes caracteristicas: é fibroso, resistente,
insoluvel em agua, biodegradavel e responsavel pela manutencédo da estrutura das
paredes celulares das plantas (CESAR et al., 2015; SILVA et al., 2009).

E um polissacarideo linear, cuja estrutura regular é constituida por unidades
repetidas de B -D-glicopiranose unidas por ligacdes glucosidicas do tipo B-(1—4) como
observado figura 1. Podem ser observados a unidade repetitiva, conhecida como
celobiose, os grupos hidroxilas que promovem a formacao de ligacdes de hidrogénio
(DE MENEZES, 2007; PEREIRA et al., 2014).

Figura 1- Estrutura da celulose.

B- (1—)4)

ey

Umd Jd( de celobiose

Fonte: FERRER et al, 2017

7

A celulose nativa, denominada celulose do tipo I, € a mais abundante e
apresenta duas conformacdes, denominadas celulose la e IB. Sendo que a la pode
ser encontrada em maior quantidade em bactérias, algas e amebas, enquanto la e I
estdo presentes em plantas superiores, e as células unitarias I podem ser
especialmente encontradas em celuloses de algodao, rami e madeira (SANTOS,

2012). As cadeias de celulose séo sintetizadas por enzimas e organizadas de forma
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regular a se obter as microfibrilas. Essas estruturas séo estabelecidas lateralmente
por ligagbes de hidrogénio entre grupos hidroxilas e de oxigénio das moléculas
adjacentes. As microfibrilas apresentam dimensdes transversais que variam entre 2 a
20 nm, de acordo com o tipo de fonte celulésica (SAMIR, ALLOIN, DUSFRENE, 2005).
O estudo das propriedades de resisténcia mecéanica das nanofibras celulésicas tem
sido alvo de grande interesse para a utilizacdo destes como reforgcos em matrizes
poliméricas (CESAR et al., 2015).

As interacdes das forcas do tipo van der Waals e a ligacdes de hidrogénio
promovem a formagédo de regides altamente ordenadas, definidas como regides
cristalinas. H4 também as regifes desordenadas, conhecidas como regiées amorfas,
conforme apresentado na Figura 2. A propor¢cao das regibes amorfas como das
regides cristalinas € diferente para cada tipo de espécie lignocelulésica (SANTOS,
2012; CESAR et al., 2015; SILVA et al., 2009).

Figura 2- Estrutura da microfibrila.

Parte amorfa

Parte cristaling —» §
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3.2 Celulose Bacteriana

A celulose bacteriana (CB) pode ser também denominada por biocelulose ou
celulose microbiana (figura 3) e apresenta formula molecular similar a celulose
vegetal, em especial a celulose tipo I, que possui grande quantidade da cela unitaria
la (KLEM et al., 2002; SANTOS, 2012).

Figura 3- Estrutura da CB.

Fonte: ESA et al., 2014.

A CB é intitulada pelos produtores de vinagre como espécie de “méae” ou
“planta” do vinagre, sintetizada por bactérias aerobicas, conhecidas por bactérias
fermentadoras de &acido acético do género Gluconacetobacter, que se formam numa
espécie de pelicula gelatinosa e translicida sobre a superficie dessas culturas
microbianas (SANTOS, 2012; SOUZA, BRANDES, et al., 2016; WOEHL, et al, 2010).

O primeiro relato sobre celulose bacteriana aconteceu em 1886 por Adrian
Brown, quando durante o processo de fermentacdo de vinagre, identificou uma
espécie de pelicula gelatinosa sobre a superficie. Com isso, a CB foi classificada a
partir de Acetobacter xylinus (BROWN, 1886; BARREIRO, et al., 2010).

Tal pelicula gelatinosa produzida compde uma rede aleatéria de microfibrilas,
cujo diametro tem valores inferiores a 100nm, composta por longas cadeias
celulésicas alinhadas paralelamente, envolta por regides amorfas, com cadeias sem
orientacdo definidas, como pode ser observada na figura 4, a qual ilustra a membrana
bacteriana celulésica antes e apds secagem, seguido de uma micrografia de
microscopia eletrénica de varredura das microfibrilas de CB, e por ultimo, as regides

que compdem as microfibrilas (WOEHL, et al., 2010).
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Figura 4- Representac@o esquemética da CB.

Regido
¥cnistalina

v/
b 4

#100nm '
Fonte: adaptado de Pirich, 2017.

De acordo com o estudo de Koizumi et al (2008), a parte amorfa das
microfibrilas detém cerca de 90% do seu volume, e o volume da CB é constituido de
99% de agua, de modo que essa regiao nao oferece um valor significativo em massa
(WOEHL, et al.,2010; PIRICH, 2017).

Segundo Recouvreux (2008), a bactéria Acetobacter xylinus foi reclassificada
ao género Gluconacetobacter, denominada por Gluconacetobacter xylinus
(G.xylinus). Outras espécies de bactérias que também fazem parte desse género,
como: G. hansenii, G. europaeus, G. oboediens e G. intermedius (RECOUVREUX,
2008), por vez, reclassificadas para o género Komagataeibacter. Outras espécies
também se fazem presente como Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium,
Rhizobium, Sarcina e Alcaligenes (BIELECKI et al., 2005; DONINI et al,2010).

As bactérias da familia Acetobacteraceae sdo Gram-negativas possuem
formato de bacilos, sdo altamente resistentes as condicdes acidas, além de crescerem
em pH menores que 5,0. Contudo, chama-se atencédo para a bactéria G. xylinus, uma
vez que produz celulose em escala comercial com alta cristalinidade e pureza, sendo
também capaz de metabolizar diversas fontes de acuUcar para sintetizar o polimero
(SANTOS, 2012; HOMMEL, 2014; ANTONIO, et al, 2012).

A sintese de CB a partir de géneros diferentes de bactérias, ndo patogénicas
e capazes de produzir celulose extracelular, podem ser obtidas através de processos
fermentativos de agucares, como por exemplo, oriundos de suco de frutas, melago

de cana, bebidas fermentadas como cervejas e vinhos nao pasteurizados, Kombucha
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(bebida gaseificada a base de cha verde/preto), além da nata de coco (sintetizada a
partir da G. xylinus), residuos agroindustriais, trigo, entre outros (LILLARD et al., 1999;
MACHADO et al., 2018; BARREIRO, et al., 2010; JAYABALAN, 2016; CARREIRA
et al.,, 2011; CHEN et al., 2013).

Por meio da sintese das CB, ha possibilidade de testar véarias condi¢cdes
experimentais, desde alteracdo composicional de nutrientes do meio (nitrogénio e
carbono, por exemplo), que sdo capazes de oferecer diferentes caracteristicas as

membranas, tais como espessuras maiores (YIM et al., 2017).

A realizacao de culturas de microrganismos em laboratério, como experimentos
in vitro, permitem que a producdo de CB ocorra por meio de cultivo estatico ou sob
agitacdo que sao responsaveis pelas diferentes morfologias das microfibrilas que
formam as membranas (WANG et al., 2019; SANTOS, 2012; DONINI et al, 2010).

Logo, a espécie mais usual para estudos de CB € a G. xylinus, que apresenta
oxidacdo incompleta para muito acucares e alcoois e resulta na producdo de uma
camada de celulose entre a face liquido/ar. Assim, a producéo eficaz da sintese de
CB é dependente da espécie de linhagem da Gluconacetobacter, dos componentes
para meio de cultura, temperatura, e em especial pelo fornecimento continuo de
oxigénio e carbono (SANTOS, 2012; DONINI et al, 2010; ANTONIO et al, 2012).

A producao da CB acontece a partir das membranas externas com o plasma
da célula, pelo complexo sintetizado de celulose, o qual inicia-se com a glicose uridina
difosfato (GUD glicose). Por sua vez, este complexo relaciona-se com 0S poros
superficiais presentes na célula bacteriana, cujo diametro é de 3,5 nm. Com isso, a
celulose sintase é responsavel por catalisar a adicdo da GUD glicose, a fim de
promover o desenvolvimento final da cadeia de celulose, presente na célula como uma
fibrila elementar. Por fim, resultardo numa rede 3D com outras fibrilas, formando
microfibrilas e fitas (SANTOS, 2012; DONINI et al, 2010).

Evidencia-se que a polimerizacdo e cristalizacdo das fibrilas estédo
relacionadas. Assim, uma célula sozinha tem potencial para produzir mais de 100
moléculas de glicose por hora formando a celulose (SANTOS, 2012; DONINI et al,
2010).
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3.2.1 Propriedades, morfologia e aplicacéo

Comparada a celulose vegetal, a CB é considerada pura, pois € livre de lignina,
hemiceluloses e outros constituintes lignoceluldsicos, ndo exigindo processos de
obtencdo e purificagdo complexos (BROWN, SAXENA, KUDLICKA, 1996;
BARREIRO, et al.,, 2010; PIRICH,2017). A primeira, devido suas impurezas
(hemiceluloses, lignina, pectina), requer tratamentos quimicos para sua purificacao,
processos estes considerados altamente poluentes e que configuram danos
irreversiveis as estruturas vegetais (PIRICH, 2017; RECOUVREUX, 2008).

As celuloses bacterianas apresentam cadeias formadas por longas
nanofibrilas, com largura em escala nanométrica com dimensbes de 1,5 nm
aproximadamente de largura, além de conferirem maior area superficial em relacéao
as fibras de celulose vegetal (WANG, et al., 2019; SANTOS, 2012).

As longas cadeias de nanofibrilas podem ser cristalizadas, e assim convertidas
em microfibrilas, originando feixes de microfibrilas conforme ilustrado anteriormente
pela figura 4. Tais microfibrilas tem aspecto ultrafino, cuja largura varia de 1 a 9 nm,
de modo a estabelecer a formac&do de uma estrutura reticulada mantida por muitas
ligacbes de hidrogénio. Dessa forma, essas redes oferecem as CB um alto indice de
cristalinidade (60-90%) (KLEMM, et al., 2005; SANTOS, 2012).

Destaca-se especialmente que, devido sua estrutura, as CB apresentam
excelentes propriedades fisicas e mecanicas, além das caracteristicas como maior
capacidade de absorcdo e retencdo de agua, grande elasticidade, alta resisténcia
mecanica e a tracao, flexibilidade (LIMA, et al.,2015; SHEYKHNAZARI et al., 2011;
PIRICH, 2017; DONINI et al, 2010).

As principais vantagens oferecidas pela CB, além de serem livres de
impurezas, se relacionam a durabilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade e
biocompatibilidade (LIMA et al.,, 2015; PIRICH, 2017; DONINI et al, 2010).
Propriedades mecanicas como deformacao, resisténcia a tracdo, modulo de Young,

comparada a outros materiais organicos, pode ser observados na Tabela 1:
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Tabela 1- Propriedade mecanica das CB em relagc&o outros materiais

Material Médulo de Resisténcia a Deformacgao (%)
Young tracdo (Mpa)
(Gpa)
Celulose Bacteriana (CB) 15-35 200 - 300 15-20
Polipropileno (PP) 1-15 30- 40 100 - 600
Poli(tereftalato de 3-4 50-70 50 - 300
etileno) (PET)
Celofane 2-3 20 - 100 15-40

Fonte: Adaptado SANTOS, 2012.

Frente as principais vantagens que as CB oferecem, pode-se destacar o
crescente interesse por essa fonte celulésica para aplicagdo nos mais diferentes
setores e areas, especialmente na utilizacdo como agente de refor¢cos estruturais em
compositos poliméricos, em industrias alimenticias, dispositivos biomédicos, entre
outros, (GINDL, KECKES, 2004; WOEHL, et al., 2009; SANTOS, 2012; DONINI, et al,
2010).

A CB apresenta grau de polimerizacdo (DP) (de 16.000 a 20.000)g/mol,

superior quando comparada com outras fontes renovaveis como algodao (DP>3000),
linho (DP 7000-9000), polpa de madeira (DP 300-1000) (LIMA, et al.,2015;
SHEYKHNAZARI et al., 2011; PIRICH, 2017, KLEMM, et al.,1998).

As desvantagens da CB se devem por demandarem um determinado tempo
durante seu processo de producéao (cerca de 21 dias), como condi¢cfes axénicas para
crescimento das bactérias, e condicdes reacionais da biossintese (DIMA et al., 2017,
ALMAGRO, 2019; JAYABALAN et al., 2010).

3.3 Kombucha

Como exposto acima, as CB sdo consideradas uma biomassa em potencial,
devido ao seu alto valor ecoldgico, principalmente por serem livres de impurezas

guando comparada a celulose vegetal.

Assim, uma fonte promissora de CB € a membrana de Kombucha,
popularmente conhecida como uma bebida fermentativa. A KC pode ser obtida por
processos fermentativos em meios como cha verde, preto, bagaco de laranja, por
exemplo. Uma das vantagens de se obter CB esta relacionada ao rapido crescimento

da bactéria em meios controlados como do processo de producgéo delas por diferentes
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fontes de carbono, que contenham glicose, etanol, sacarose e glicerol (VILLAREAL-
SOTO et al., 2018).

As KC caracterizam-se como peliculas celulésicas que se formam mediante
processo de fermentacdo de cha verde ou preto, com um teor de 5 a 8% de sacarose,
cujo cultura iniciadora deve-se a um consorcio simbiético, chamado de SCOBY
(cultura simbidtica de bactérias e leveduras), composto por bactérias e leveduras,
capaz de inibir o crescimento de bactérias e outros microrganismos potencialmente
contaminantes (DIMA et al.,, 2017; ALMAGRO, 2019; JAYABALAN et al.,, 2010;
GAGGIA et al., 2018).

O consorcio simbidtico (SCOBY) sdo compostos pela presenca de bactérias
acéticas (especialmente dos géneros Gluconactobacter, Acetobacter), menos de 1%
de Lactobacillus e pelas leveduras mais abundantes: Zygosaccharomyces e
Brettanomyces (JAYABALAN, 2016; GAGGIA et al., 2018).

No contexto historico, o Kombucha (KC) é de origem asiatica, sendo obtido pela
primeira vez na regido de Manchuria, nordeste da China, cerca de 220aC, com fins
medicinais, pois detinha propriedades detoxificantes e energizantes, considerado uma
bebida fermentada e gaseificada, levemente alcoodlico (com teor alcodlico de 0,5 a
2,5%) e, quando a fermentacdo € prolongada, denomina-se, vinagre (DIMA et al.,
2017; JAYABALAN et al., 2010).

Também conhecida por “fungo de cha”, a SCOBY, fase sdlida, constitui-se
como um hidrogel que se forma na interface entre o meio de cultura e o ar, num
periodo compreendido entre 3 a 21 dias, sintetizado durante a fermentacdo. Tal
biofilme microbiano, é composto por uma matriz com muitas camadas emaranhadas
de nano microfibrilas de celulose bacteriana, caracterizando-se como uma espécie de
protecdo contra a acdo de agentes contaminantes (DIMA et al., 2017; AUGIMERI,
VARLEY, STRAP, 2015; ALMAGRO, 2019; VILLARREAL -SOTO et al., 2018).

No entanto, € imprescindivel o armazenamento adequado do cha em
ambientes isentos de luz, bem como a reducdo do pH do cha, para promover o
crescimento do consoércio microbiano, diminuindo as chances de crescimento de
levedura, durante o processo fermentativo. Sob essas condi¢cdes, o consorcio

simbiotico do Kombucha converte o aclcar e 0 cha em uma bebida azeda e
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gaseificada (JAYABALAN, 2014; ALMAGRO, 2019; VILLARREAL -SOTO et al.,
2018).

Ressalta-se que no periodo de crescimento microbiano, ha formacao de um
novo biofilme sobre o biofilme inicial (ou biofilme-mae), o qual por sua vez, ir4 afundar
(JAYABALAN, 2014; ALMAGRO, 2019).

O consorcio simbidtico entre bactérias e leveduras participam da fermentacdo
do Kombucha de forma complementar. Logo, o papel desempenhado pela sacarose
neste processo é de fornecer polissacarideos, porém, as bactérias acetogénicas nao
a processam, enquanto as leveduras sdo capazes de realizar hidrélise, ou seja,
convertem a sacarose em monossacarideos. Desse modo, esses carboidratos

passam a ser assimilaveis pelas bactérias (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

Diante da quebra da sacarose e formacéo de etanol, as bactérias acetogénicas
sintetizam alguns acidos e principalmente a celulose, por meio do processo de
polimerizacdo da Gluconacetobacter xylinus (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

Mediante o processo de fermentacéo, os principais acidos produzidos séo acido
acético, tartarico, malico, glucénico e o acido citrico (em menor porcentagem). Tais
acidos conferem o sabor azedo a bebida (VILLARREAL -SOTO et al., 2018).

Os &acidos acetico, gluconio e etanol, constituiem tanto a fase liquida como o
biofilme formado no consorcio simbidtico, o qual apresenta grande capacidade de
absorcdo de agua (CZAJA, KRYSTYNOWICZ, BIELECKI, & BROWN, 2006 apud
VILLARREAL -SOTO et al., 2018).

O tempo de fermentagdo, a temperatura, a concentracdo de sacarose, a
gualidade do cha e o SCOBY simbidtico sdo determinantes em relacdo as
propriedades quimicas e antioxidantes presentes na bebida. Destaca-se que a
gualidade e a composicédo do cha podem variar de acordo com a espécie, época do

ano, idade das folhas e condicfes climaticas de horticultura (GAGGIA et al., 2018).

Por fim, a obtencdo do Kombucha é resultante do processo fermentativo da
bebida pelo consoércio microbidtico de leveduras e bactérias presentes no biofilme
guando adicionado ao meio de cultura (ALMAGRO, 2019).
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Atualmente, pesquisadores e profissionais da area da saude alertam para os
principais beneficios que a bebida de Kombucha propicia, dentre eles ameniza dores,
trata Ulceras gastricas, desintoxica o organismo. Além de suas propriedades
hipoglicémicas e antilipidémicas, e até mesmo anti-cancerigenas (DIMA et al., 2017,
VILLARREAL -SOTO et al., 2018; NGUYEN et al, 2018; JABALAYAN et al, 2010).

Gaggia et al (2018) ressaltam a importancia dos compostos quimicos presentes
no Kombucha, os quais Ihe conferem alto valor nutricional, principalmente pela
guantidade significativa de antioxidante. Da mesma forma a presenca de fendis e
polifendis, acido glucurdnico, acido D-sacérico-1,4-lactona e complexo de vitamina B,
obtidos durante o processo final de fermentacdo, numa temperatura entre 20 -30°C, e
pH baixos que previnem a contaminacdo bacteriana. No entanto, seu consideravel

conteudo de probioticos é crucial para saude humana (DIMA et al., 2017).

O trabalho desenvolvido por Dima et al (2017), que visava a obtencédo de
nanocelulose bacteriana a partir da Kombucha, destaca a importancia da purificacédo
das membranas de KC, de modo a eliminar as células bacterianas, de leveduras,
metabdlitos, além das proteinas, peptideos e oligossacarideos, para melhorar,

investigar e determinar métodos de obtenc&o de nano e microfibrilas de celulose.
3.4 Nanocelulose

As CB por oferecerem excelentes propriedades mecéanicas e devido ao seu
potencial de aplicacdo nanotecnoldgica, requerem tratamentos especificos, tais como
a utilizacédo de processos de hidrolise acida (HA), os quais permitem isolar os cristais
de celulose presentes nas cadeias fibrosas. Ha diferentes métodos de isolamento
segundo a literatura, tais como acdo mecanica intensa, hidrdlise enzimética,
microfluidizacdo, moagem coloidal, atomizacdo, embora a HA, seja amplamente
adotada (WOEHL, et al., 2010; DIMA et al., 2017).

Diante de condicbes controladas, a hidrélise é responsavel pela destruicédo da
regido amorfa da celulose (susceptiveis a HA), de modo que os dominios
monocristalinos permanecam intactos, mediante a rapida cinética da hidrolise desta
regido comparada a hidrélise dos cristalitos, em virtude da alta permeabilidade da
regido amorfa (CESAR et al., 2015).
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Quando as regides fibrosas da celulose sédo atacadas quimicamente, via HA,
elas sdo fragmentadas em pequenas particulas cristalinas, particularmente
denominada por nanocristais de celulose, whiskers, nanowhiskers, nanofibrilas, que

variam de acordo com as dimensdes adquiridas (SILVA et al., 2009).

Em paralelo, materiais celulésicos que apesentam uma de suas dimensdes em
escala nanométrica, segundo normas da TAPPI (Associacao Técnica da Industria de
Celulose e Papel), sdo denominados nanomateriais celulésicos ou de nanoceluloses
(NC). As nanoceluloses podem ser classificadas como: microcristais de celulose
(CMC), microfibras de celulose (CMF), nanocristais de celulose (CNC) e nanofibrilas
de celulose (CNF).

As NC sdo denominadas de acordo com seus valores de diametro e razao de
aspecto (L/D). Dessa forma os CNC compreendem estruturas cristalinas com
dimensdo de 3-10 nm de diametro e RA geralmente menor que 50; jA as CNF

apresentam entre 5-30 nm de diametro e RA maior que 50 (TAPPI).

Independentemente se o isolamento dos cristais seja obtido por processos
guimicos ou enzimaticos, esses processos buscam destruir especialmente as regides
amorfas, conferindo alta cristalinidade as nanoceluloses como observado na figura 5
(SAMIR, ALLOIN, DUSFRENE, 2005; WOEHL et al., 2009; SILVA et al., 2009).

Figura 5 - Formacao de CNC mediante hidrolise acida em regides amorfas.

Area ordenada g Area desordenada
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Fonte: Santos, 2012.
A HA é responsavel por converter a celulose em cadeias menores
(oligossacarideos, dissacarideo — celobiose ou monossacarideo — glucose), e sua

reacdo quimica sé ocorre mediante acéo de acidos de carater forte, preferencialmente
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o acido sulfarico (H2SO4) ou o &cido cloridrico (HCI), ambos empregados num
expressivo volume de trabalhos (WOEHL, et al., 2010; SILVA et al., 2009; PIRICH,
2017).

A primeira obtencdo de nanoparticulas de celulose, especificamente
nanocristais de celulose (CNC) aconteceu em 1951 por Ranby, utilizando &cido
sulftrico na reagéo de hidrolise. Em 1962, Battista e Smith obtiveram suspenséo de
celulose microcristalina, por utilizarem &cido cloridrico ao invés do acido sulfarico,
procedido assim por desintegracdo mecanica (SILVA et al., 2009; EICHHORN et al.,
2008).

Tal descoberta possibilitou a comercializagdo da celulose monocristalina,
atualmente empregada em industrias farmacéuticas e alimenticias, além de ser um
material estavel, fisiologicamente inerte e com grande potencial de aplicabilidade em
diversos fins (SILVA et al., 2009; EICHHORN et al., 2008).

Em paralelo, Lima et al (2015), realizaram o estudo da influéncia da HA para
extracdo de nanocristais de celulose bacteriana (NCCB) a partir da CB de
Gluconacetobacter xylinus, além da preparacao das suspensdes e filmes. A obtencao
das NCCB ocorreu mediante o emprego de acido sulfarico com concentracao de 64%
a 50°C sob agitacdo constante, em diferentes tempos de hidrdlise acida. Os NCCB
obtidos apresentaram morfologia semelhante a agulhas, com elevada razdo de
aspecto, assim como suas dimensdes, estabilidade térmica , cristalinidade e

revelaram-se com melhor tempo o de 10 minutos de hidrolise (LIMA et al.,2015).

O tempo excessivo da hidrélise também pode provocar diminuicdo no
tamanho dos CNC e um aumento nas cargas superficiais, como consequéncia do
aumento da extensdo do processo de sulfonacdo na superficie destes. Diversos
grupos de pesquisa nos ultimos anos tém estudado novas técnicas para a elaboracéo
de CNC oriundos de diferentes fontes renovaveis (CESAR, 2013; SILVA et al., 2009).

Os CNC definidos como monocristais sao particulas que possuem morfologia
com formato cilindrico, dimensGes em escala hanométricas (iguais ou menores que
100nm), altos valores de raz&o de aspecto e, pode apresentar diferentes morfologias

e graus de cristalinidade, de acordo com o tipo de fonte celuldsica e das condi¢des
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experimentais (tempo, temperatura, concentragdo do acido e tratamento com
ultrassom) (CESAR et al., 2015; SILVA et al., 2009).

Os CNC séo insoluveis em solventes comuns, mas formam suspensdes
coloidais em agua, cuja estabilidade destas suspensdes depende da carga superficial
e das dimensdes das particulas dispersas, pois quanto menor o tamanho da particula,
maior é o indice de cristalinidade alcancado (CESAR, et al., 2015; SIVA et al., 2009;
SAMIR, ALLOIN, DUSFRENE, 2005).

Assim, pode-se destacar que industrias automobilisticas na Alemanha
adotaram pela substituicdo do plastico comum por compdésitos reforcados por fibras
naturais, na producao de painéis e forros das portas. Os plasticos reforcados por CNC
tém apresentado vantagens mecanicas quando comparados a plasticos automotivos
comuns, pois sdo 30% mais leves e até quatro vezes mais fortes do que os materiais
utilizados atualmente e menos suscetiveis a acéo de calor, produtos quimicos, entre
outros (SIQUEIRA, BRAS, DUSFRENE, 2013; KABOORANI et al.,2012).

O estudo de Leung et al (2013), evidencia outra aplicacdo da NC, por exemplo,
ao empregar CNC ou CNF na fabricacdo de aerogéis (nova classe de materiais
nanoporosos e de baixa densidade) e plasticos para obtencdo de nanocompositos
leves e biodegradaveis. Os aerogéis podem apresentar varias aplicagcdes comerciais,
como agentes espessantes em tintas e cosmeéticos, isolante térmicos para janelas,

catalisador para processos quimicos e afins.
3.5 Aplicacbes de Nanocelulose Bacteriana

Mediante a necessidade global pela busca de novos recursos sustentaveis,
como apresentado anteriormente, torna-se fundamental estudar novas alternativas de
producéo de materiais de bens de consumo e tecnoldgicos, dentre outros. E é nesse
contexto que materiais designados como bionanocompdsitos tém se tornado

promissores.

Uma das principais justificativas e crescente interesse nesse segmento, é por
constituirem pelo menos uma de suas fases em nanoparticulas ou nanofibrilas, os
guais oferecem aos novos materiais, no caso, nanocompdsitos, caracteristicas
exclusivas em relacdo aos materiais comuns (estes com dimensfes micrométricas ou
maiores) (WOEHL et al., 2009).
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Tais caracteristicas estdo atreladas a origem desses biomateriais, provenientes
de fontes renovaveis, especialmente de celulose vegetal como de celulose bacteriana,
gue oferecem excelentes propriedades fisicas e mecéanicas, assim como resisténcia,
biodegradabilidade, atoxicidade, baixo custo, e demais fatores (WOEHL, et al., 2010;
SILVA et al., 2009; JOZALA et al., 2016).

Especial atencdo as nanocelulose deu-se especificamente pela sua aplicacédo
como agente de reforcos estruturais em diferentes matrizes poliméricas, para
producdo de novos nanocompositos, devido aos beneficios e meios de obtencéo que
os mesmos oferecem (WOEHL, et al., 2010; CESAR et al., 2015; SILVA et al., 20009;
LAHIJI et al., 2010; LIMA et al., 2015; SANTOS, 2012).

O trabalho de Woehl (2009) buscou estudar a producédo de nanofibras de
celulose bacteriana a partir da bactéria do género A. xylinum, a fim de emprega-la
como reforgo em matriz polimérica de amido plastificado com o intuito de investigar

melhor suas propriedades mecanicas, para posterior obtencao de bionanocompasitos.

Em paralelo, outra aplicacéo significativa das nanocelulose, em particular dos
CNC, refere-se a sua atuacdo em setores biomeédicos, como biossensores. Tal fato
estd vinculado pelas suas caracteristicas, como boa absorcdo em diferentes
superficies, boa estabilidade coloidal, possibilidade de funcionalizac&o e imobilizacédo
em outras moléculas (enzimas, anticorpos), alta razdo de aspecto, extracao
sustentavel, entre outros (PIRICH, 2017).

Alguns exemplos relevantes sdo os trabalhos reportados por Orelma et al
(2012), onde os CNC atuaram como biossensores, ha imobilizacdo de
macromoléculas, tais como antigenos; Barker et al (1971) como enzimas, e de

Mahmoud et al (2013) atuando como particulas magnéticas.

A pesquisa desenvolvida por Pirich (2017), avaliou o potencial de
empregabilidade dos nanocristais de celulose bacteriana, em biossensores para
deteccdo mais eficaz da infeccéo do virus da dengue, nomeado como DENV. Onde
seu objetivo foi funcionalizar e caracterizar via AFM, sensores microbalancas de cristal
de quartzo, com nanofilmes de CNC imobilizados de imunoglobinas monoclonais

especificas, de modo a reconhecer o antigeno NS1 do virus da dengue.
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Dima et al (2017) enfatiza a preparagéo de nanofibras de celulose bacteriana a
partir de Kombucha, mediante processos de purificacdo, separagdo e tratamentos
mecanicos. Em seu estudo explorou trés métodos de extracdo para isolamentos das
nanofibras: atomizacdo, microfluidizacdo e moagem coloidal. Seus resultados
evidenciaram a importancia do processo de purificacdo das membranas bacterianas,
gue chegou a 85%, configurando uma maior cristalinidade as nanofibras (de 37% a
87%). Além disso determinou, via microscopia de transmissdo (MET) o
comportamento morfolégico das CNF.

O trabalho de Kondageski (2016), contribuiu para o desenvolvimento de um
composito polimérico de nanocelulose bacteriana aderido a uma blenda de poli (L-
acido latico-co-trimetileno carbonato) PLLA/TMC, utilizando o Komagataeibacter
hansenii (Gluconacetobacter hansenii), como meio para extracdo das NCCB. A
producédo desse nanocomposito destinou-se a avaliar sua possivel empregabilidade
para tratamento cirurgico intrauterino das mielomeningoceles. Diante das
caracteristicas e compatibilidade celular obtidas, o nanomaterial confirmou potencial
para regeneracao tecidual da pele, em particular a correcdo de disrafismos espinhais

no periodo intrauterino.

Outros trabalhos cientificos também relataram o uso da nanocelulose
bacteriana em suas pesquisas, em diferentes segmentos, desde industrias
alimenticias, farmacéuticas, cosmético, embalagens entre outros. Assim, destaca-se
como substituto dural (MELLO et al., 1997; PEDREIRA et al.,, 2011; SANCHEZ E
OLIVEIRA et al., 2007); aplicacdes clinicas (BEVILACQUA; PEDREIRA, 2015); como
curativos, scaffolds (matriz de crescimento celular), regeneracao de tecidos; na area
alimenticia podem atuar como estabilizadores, ingrediente alimentar funcional (DIMA
et al, 2017); como agente de reforcos em matrizes de poli(L-acido lactico) (PLLA)
(COSTA et al., 2017); producéo de nata de coco, sorvetes, espessantes (BROWN Jr.,
1998a) e afins.
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4. METODOLOGIA

A execucéao desse trabalho foi dividida em trés etapas experimentais: 1) Producéo
da celulose bacteriana de Kombucha e purificacdo da mesma, realizada no
Laboratorio de Microbiologia Ambiental (LAMA) da Universidade Federal de Séo
Carlos (UFSCar), campus Sorocaba; 2) Preparo das suspensdes de nanofibrilas de
celulose bacteriana de Kombucha, produzidas no Laboratério de Quimica Orgéanica
da UFSCar, campus Sorocaba e 3) Caracterizagdo das membranas e suspensoes
de celulose bacteriana realizadas em diferentes laboratérios parceiros: Laboratério
Multidisciplinar de Nanoneurobiofisica (LMN) da UFSCar, campus Sorocaba;
Laboratorio de Caracterizacdo de Amostras Sélidas da UFSCar, campus Sorocaba;
Laboratério de Caracterizacédo de Materiais Nanoestruturados da UFSCar, campus
Sorocaba; Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano) e Instituto de Fisica de

Séo Carlos — IFSC/USP, campus Sao Carlos. As etapas seréo explicadas adiante.
4.1 Fluxograma experimental

A parte experimental deste trabalho foi desenvolvida conforme o fluxograma

apresentado na figura 6:

Figura 6- Fluxograma experimental.
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4.2 Preparo e inoculacdo dos meios de cultura

O meio de cultivo utilizado para producéo de celulose bacteriana foi cha verde
fermentado, denominado comercialmente por Kombucha e obtido mediante

metodologia de Jayabalan et al. (2014).
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4.2.1 Meio de controle — Cha verde fermentado (Kombucha)

Para sintese das membranas de celulose de Kombucha (MCBK) do meio ch&a

verde utilizou-se:

- 1000 mL de agua destilada;

- 5 g de folhas de ché verde (Granel);

- 50 g de sacarose;

- 200 mL de pré-inéculo (caldo de cha fermentado)?;
- 24 g de membrana do pré-indculo.

A produgédo das membranas de Kombucha de cha verde esta representada no
esquema da Figura 7:

Figura 7- Fluxograma das etapas de sintese das MCBK.
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fermentado }
Resfriamento e Estufa bacterioldgica
inoculagao (35°C, 21 dias)

Fonte: Almagro (2019).

Inicialmente solubilizou-se 50g de sacarose a 80°C em 1000mL de agua
destilada em um béquer, onde adicionou-se 5,0 g de cha verde, que permaneceu em
infusdo entre 10 a 15 minutos. Em seguida, o cha foi filtrado e autoclavado a 121°C,
1 atm por 20 minutos e resfriado a temperatura ambiente. Para a inoculacao, utilizou-

se 200 mL do cha previamente fermentado e inoculado para acidificar o meio e 24 g

! Caldo de cha fermentado — obtido por uma cultura de Kombucha mantida em condi¢des ideais.
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de membrana que atuaram como pré-inéculo. Finalmente, o frasco foi tampado com
tecido e mantido em estufa bacteriologica a 35°C por 21 dias para fermentacdo e

consequente formacao das membranas.
4.2.2 Purificagcdo das membranas de celulose bacteriana em agua destilada

Para purificagdo, as membranas de celulose de Kombucha (MCBK) produzidas,
apos periodo de fermentacdo foram mantidas em agua destilada, por 1 hora em
banho-maria a 80°C. Em seguida, as membranas foram lavadas em agua destilada
corrente de 3-4 vezes e mantidas em estufa a 60°C durante overnight, conforme
metodologia adaptada de Rangaswamy (2015).

4.2.3 Purificagdo das membranas de celulose bacteriana em NaOH

Para purificacdo das membranas de celulose bacteriana de Kombucha, estas
foram submetidas a solucéo de 0,1 e 1 molar de hidroxido de sédio (NaOH), sendo
denominadas por MCBKon, em banho-maria a 80°C durante 15 minutos
respectivamente; posteriormente as membranas foram lavadas em agua destilada
corrente e submetidas por 1 hora em banho-maria a 80°C, num volume de 400 mL de
agua destilada, dessa forma o meio retornou a neutralidade liquida (pH= 7,0). Logo,
repetiu-se quatro vezes esta etapa, até que as membranas fossem purificadas. Por
fim, as membranas foram levadas a estufa de secagem em placa de Petri acrilicas e
deixadas para secar a 60°C overnight, mediante metodologia modificada de

Rangaswamy (2015).
4.3 Suspensdes de nanofibrilas de celulose bacteriana de Kombucha (NFCBK)

A sintese de nanocelulose NFCBK para as proximas etapas foram preparadas

de acordo com o esquema da figura 8:
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Figura 8- Etapas de producéo dos NFCBK.
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A obtencdo das suspensdes de nanofibrilas de celulose bacteriana de
Kombucha (NFCBK) deu-se por reacédo de hidrélise acida (HA), usando acido sulfarico
(H2S04) 64% a 50°C. Inicialmente as membranas de celulose bacteriana de
Kombucha (MCBK) (purificadas com agua) secas foram submetidas as condi¢des de
hidrolise, em intervalos de tempos: 5,10 e 15 min, sob agitacdo constante. As
amostras identificadas constam na tabela 2, assim como as demais amostras
purificadas com NaOH obtidas para este trabalho.



Tabela 2 - Tempo de hidrdlise e identificacdo das amostras
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Amostra purificada com H20

5 min NFCBK 5

10 min NFCBK 10

15 min NFCBK 15
Amostra purificada a 0,1M NaOH

3 min NFCBKon 3

4 min NFCBKon 4

5 min NFCBKon 5

Amostra em estado gelatinoso purificada a 0,1 M de NaOH

3 min NFCBKg 3
4 min NFCBKg 4
5 min NFCBKg 5
10 min NFCBKg 10

Amostra em estado gelatinoso purificada a 1 M de NaOH

3 min NFCBKgwm 3
4 min NFCBKgwm 4
5 min NFCBKgwm 5
10 min NFCBKgwm 10
Amostra das suspensdes do sobrenadante 0,1M
3 min NFCBKs 3
4 min NFCBKs 4
5 min NFCBKs 5
10 min NFCBKs 10
Amostra das suspensdes do sobrenadante 1M
3 min NFCBKswu 3
4 min NFCBKsw 4
5 min NFCBKsw 5

10 min NFCBKsw 10
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A reacdo de hidrélise cessou-se pela adi¢cdo de gelo no béquer contendo a
suspensao de NFCBK. Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 3000 rpm
durante 10 minutos, por trés vezes. O precipitado obtido foi colocado em membranas
para dialise em agua destilada até atingir pH 7.

Assim, ap0s a dialise as suspensdes foram sonificadas em banho de gelo,
durante 10 minutos em um ultrassom da UNIQUE, modelo: USC-1650 25khZ, e a
determinacdo da concentracdo de cada amostra foi calculada apés completa
evaporacgdo da dgua mantida em estufa a 80°C, conforme metodologia adaptada de
Lima et al (2015).

4.3.1 Suspensbes de nanofibrilas de celulose bacteriana de Kombucha
(NFCBKon) purificadas com NaOH

A obtencdo das suspensdes de nanofibrilas de celulose bacteriana de
Kombucha purificadas (NFCBKon), pela lavagem das MCBK secas com 0,1M de
NaOH (processo de purificacdo) identificadas como MCBKon, também foram obtidas
via hidrolise acida, (H.SO4) 64% a 50°C em diferentes tempos: 3, 4 e 5 minutos, sob
agitacdo constante. As amostras foram preparadas pela adicdo de 17,5mL de H>SO4

por grama de MCBK purificada. As amostras identificadas constam na tabela 2.

Cessou-se a HA, novamente pela adicdo de gelo no béquer contendo a
suspensao hidrolisada. Logo, as suspensdes foram centrifugadas a 3000 rpm durante
10 minutos, por trés vezes. O precipitado produzido foi introduzido em membranas

para dialise contra agua destilada até pH 7.

Apés a dialise, as suspensdes foram sonificadas em banho de gelo, durante 10
min em um ultrassom, e a concentracdo de cada amostra, foi determinada apdés
completar evaporacdo da agua mantida em estufa a 80°C, mediante metodologia
adaptada de Lima et al. (2015).

4.3.2 Suspensdes de nanofibrilas de celulose bacteriana de Kombucha em
estado gelatinoso (NFCBKg e NFCBKgwm) purificada com NaOH

A obtencao das suspensfes de nanofibrilas de celulose bacteriana gelatinosa
mantidas em estado gelatinoso (NFCBKg), sem etapa de secagem das MCBK, deu-
se pela reacao de hidrolise acida com H>.SO4 com 64% a 50°C. Nesta etapa as MCBK

gelatinosa purificada a 0,1M e 1M foram submetidas primeiramente a filtracdo a vacuo,
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para total remocdo do excesso de &gua e foi sucessivamente hidrolisadas em
diferentes tempos: 3, 4, 5 e 10 minutos, sob agitacdo constante, respectivamente.
Nesta etapa, as amostras foram preparadas sob as mesmas condi¢8es de hidroélise ja
descritas e estéo identificadas na tabela 2.

4.3.3 Suspensdes de sobrenadante de nanofibrilas de celulose bacteriana de
Kombucha gelatinosa (NFCBKs e NFCBKsy)

Para uma analise mais completa, o sobrenadante formado durante as etapas
de centrifugacdo das NFCBK gelatinosas tratadas com 0,1 M e 1M de NaOH, foram
considerados relevantes para investigacdo, em virtude de poder conter material
celulésico disperso. Sendo assim, os sobrenadantes das NFCBKg/NFCBKgwm de 3, 4,
5 e 10 minutos, foram centrifugadas por 3 vezes e mantidos até neutralizacéo do pH
em membranas para dialise. ApOs neutralizacdo, as suspensoes foram sonificadas
em banho de gelo, em ultrassom por 10 minutos, seguida da medida de concentracao

da amostra. As amostras identificadas constam na tabela 2.
4.3.4 Preparo para caracterizacdo das MCBK e NFCBK via AFM

As MCBK purificadas com agua e NaOH foram analisadas em microscopio de
forca atbmica (modelo Solver Nano da NT-DMT), do Laboratério Multidisciplinar de
Nanoneurobiofisica (LMN) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), campus
Sorocaba, atraves do software (Nova Px 3.2.5). Tais MCBK foram caracterizadas em
modo contato, com temperatura ambiente de 23°C, onde procurou-se manter um
padrdo de varreduras, nas seguintes escalas: (80-80; 50-50; 30-30; 20-20; 10-10; 5-
5; 3-3; 2-2; e 1-1) um respectivamente. Entretanto, a caracterizacdo na escala de 10

pm melhor evidenciou a morfologia das membranas com aspecto de nanofibrilas.

J& a caracterizacdo morfologica da nanocelulose bacteriana de Kombucha com
e sem purificacdo de NaOH foi realizada num microscépio de for¢ca atbmica modelo
Dimension ICON da Bruker do Instituto de Fisica de Sao Carlos — IFSC/USP, campus
Sao Carlos. As imagens morfolégicas das suspensdes acidas (NFCBK, NFCBKow,
NFCBKg, NFCBKgm, NFCBKs e NFCBKsw) foram obtidas pelo modo intermitente, em

temperatura ambiente, através do Software Nanoscope Analysis 8.10.

Para facilitar a investigacao da morfologia e determinacao das dimensdes das

nanofibrilas, as suspensdes analisadas foram diluidas em agua destilada. Os valores
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de concentracdo de cada condicdo de hidrélise, bem como as diferentes diluicbes

aplicadas estao indicadas na tabela 3:

Tabela 3- Valores das concentracdes e diluicbes obtidas

Amostra | Tempo hidrélise | Concentracao Diluicéo
(minutos) [g/L] (razdo)

NFCBK 5 14,2 1.5| 1:25 | 1.50
NFCBK 10 4,6 1:5 | 1:25 | 1:50
NFCBK 15 15,6 1:5 | 1:25 | 1:50
NFCBKon 3 0,40 15 1:50
NFCBKon 4 0,80 1:5 | 1:50 | 1:100
NFCBKon 5 0,60 1.5 | 1:50 | 1:100
NFCBKg 3 0,20 15
NFCBKg 4 0,20 1:5
NFCBKg 5 0,20 1:5
NFCBKg 10 0,10 1:5
NFCBKs 3 0,40 1.5
NFCBKs 4 0,80 1.5
NFCBKs 5 0,20 1.5
NFCBKs 10 0,40 1.5
NFCBKgwm 3 3,0 15
NFCBKgw 4 3,20 1:5
NFCBKgw 5 0,60 1:5
NFCBKgwm 10 4,60 15
NFCBKswm 3 7,60 1.5
NFCBKswm 4 2,0 1.5
NFCBKswm 5 1,0 1.5
NFCBKswm 10 2,20 1.5

Para analise de cada uma das NFCBK foi adsorvida cerca de 5-20 pL da

amostra de nanocelulose de interesse sobre uma amostra de mica muscovita recém-

clivada (amostra atomicamente plana), e seca em condicbes de temperatura

ambiente.
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O tratamento das imagens obtidas na caracterizacéo por AFM foi realizado com
auxilio do Software NanoScope Analysis 8.10., que também permitiu realizar a medida
das dimensdes (diametro) das nanofibrilas.

4.4 Caracterizagao

4.4.1 Espectroscopia de Absorcao no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Para estudo e identificacdo dos principais grupos funcionais presentes nas
MCBK, sem e purificadas em NaOH, a técnica de espectroscopia de absorcdo no
infravermelho com transformada de Fourier — FTIR foi determinante. Assim, as
analises foram realizadas em um espectrofotbmetro FTIR Nicolet, modelo IR 200 no
laboratério de Caracterizacdo de Materiais Nanoestruturados da UFSCar, campus
Sorocaba.

As analises das membranas foram realizadas pelo modo absorbancia, cujo
intervalo de medida foi definido entre 4000 e 600 ¢m™1, com resolugdo de 4 cm™t,
dessa forma proporcionando a observacéo das bandas e identificacdo dos principais
grupos funcionais, comparados aos Vvalores tedricos de numero de ondas,

correspondentes a cada grupo funcional, expressos na literatura.
4.4.2 Difracédo de Raio X (DRX)

As anadlises de difracdo de raio X, deste trabalho foram realizadas em um
difratbmetro Shimadzu, modelo XRD-6100, no laboratério de Caracterizacdo de
Amostras Soélidas da UFSCar, a fim de determinar maiores informacdes sobre

cristalinidade das MCBK, como também determinar suas possiveis estruturas.

A andlise foi realizada no modo filme, com fenda de divergéncia de 0,3 mm,
angulo de incidéncia theta = 1,5°, e angulo 2theta variando entre 10,0 e 80,0°, com

velocidade 2°/min e passo de 0,02°.
4.4.3 Microscopia de Varredura (MEV)

As MCBK originais e as MCBKoH secas foram caracterizadas, pelo microscopio
eletrénico de varredura, marca Quanta modelo 650FEG do Laboratério de Microscopia

Eletronica (LME) do Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano). As amostras
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foram metalizadas com ouro por aspersao utilizando baixa taxa de deposicéo, para

determinacdo da imagem morfolégica das membranas.
4.4.4 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

Neste estudo, a concentracédo dos elementos quimicos presentes na superficie
das MCBK e MCBKon foi determinada pelo Laboratério de Microscopia Eletrénica
(LME) do Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano), com o microscépio
Quanta, modelo 650FEG e no microscopio Inspect modelo F50, usando o periférico
de espectroscopia de raios-X por dispersdo de energia (EDS). As amostras foram
cobertas com filme de ouro em equipamento Bal-Tec SCD 005 Coater, durante 60
segundos e 40mA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Asimagens 9,10,11 e 12 a seguir representam as etapas de obtencdo das membranas

e nanofibrilas de Kombucha.

Figura 9- Membranas obtidas ap6s processo fermentativo.

Fonte: propria
Figura 10 - Membranas purificadas em agua destilada antes e apds secagem.
I

Fonte: propria
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Figura 11- Membrana

purificada em NaOH antes e apdés secagem em estufa.

Fonte: propria

Na figura 12 (a) e (b) ilustra a reacdo de HA antes e apds cessé-la, (c) e (d) ilustra a
obtencédo das suspensdes antes e apés centrifugacao, (e) e (f) representa a etapa de
dialise e a NFCBK obtida.

Figura 12 - Parte experimental para obtencao das NFCBK, em (a) reacéo de HA (b)
adicao de gelo para cessar HA (c) suspensdes antes etapa de centrifugacao (d)
precipitado obtido (e) didlise das suspensdes NFCBK oten ao das NFCBK.

Fonte: prépria
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5.1 Caracterizagcédo das Membranas

Nesta primeira parte sdo apresentados os principais resultados das analises
realizadas nas membranas de Kombucha apés purificacdo com &gua destilada
(MCBK) e com hidréxido de soédio (MCBKon). Assim, a composicdo quimica,
morfologia e estrutura cristalina foram caracterizadas mediante as técnicas de:
microscopia de forca atdmica (AFM), espectroscopia de absor¢cdo na regidao do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva (EDS) e difracdo de raios-X
(DRX), que seréo apresentadas adiante.

5.1.1 Composicao quimica

As caracteristicas da estrutura molecular das membranas purificadas com agua
destilada e NaOH foram investigadas pela espectroscopia FTIR e estdo apresentadas
nas Figura 13 e 14

Figura 13 - Espectro de infravermelho da MCBK purificada
com H,O0 destilada.
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Figura 14 - Espectro de infravermelho da amostra

de MCBK purificada com NaOH a 0,1M.
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Nos espectros das Figuras 13 e 14 observam-se as bandas entre 3600 e
3100cm™, caracteristica da celulose bacteriana (celulose tipo 1), correspondente a
vibracdo de alongamento da ligacdo de hidrogénio intramolecular (grupos OH). Uma
banda de absorcdo menos acentuada aparece em 2895 cm, indicando a presenca
da vibragdo de estiramento C-H. A banda de absorcdo em 1650 cm™ corresponde a
vibracdo especifica do grupo C=0 e em 1540cm™ um pico de absorcéo devido a
presenca dos grupos NH. Segundo trabalho de DIMA et al (2017) e LI et al (2019) as
bandas entre 1654 cm™, 1648 cm? e 1542 cm™ tende a indicar a presenca das
proteinas da membrana de Kombucha (DIMA et al.; 2017; LI et al.; 2019), porém para

este trabalho a banda correspondente das proteinas foi 1062,6-1059,1.

Dima et al (2017) ressaltam a necessidade da etapa de purificagdo com NaOH
das membranas de Kombucha, em vigor de preparar as MCBK para receber novos
tratamentos quimicos, principalmente para producdo de nanoparticulas celulésicas.
Neste trabalho, a mesma etapa de purificacdo fez-se necessaria para eliminar
guaisquer células microbianas e demais compostos organicos presentes, devido
processo metabodlico apos fermentacdo da CB. Com isso, pode-se observar que
apenas apos esta etapa de purificacdo das MCBK foi possivel obter as NFCBK
efetivamente. O trabalho de Lima et al (2015) obteve CB por meios fermentativos
alternativos como de sisal, caju e algaroba, cuja bandas de FTIR foram similares as
obtidas de KC, logo confirma-se que o alto grau de pureza pode ser obtido apos

processo de purificacdo, o qual caracteriza a CB, pois sua estrutura € livre de lignina
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As figuras 15 e 16 apresentam as analises quimicas das superficies das
membranas de Kombucha, MCBK e MCBKow, respectivamente, realizada pela técnica
de espectroscopia de energia dispersiva — EDS.

O EDS € uma técnica que permite a andlise qualitativa e semi-quantitativa de
elementos presentes na superficie de um material. E capaz de detectar quase todos
0s elementos com excecdo dos que apresentam menor namero atbmico como
Hidrogénio, Hélio e Berilio (GOLDSTEIN, 2003).

Figura 15 - Espectro de EDS da MCBK.
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Figura 16 - Espectro de EDS da MCBKon a 0,1M,
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Os espectros ilustram os principais elementos quimicos que compdem as
membranas. Nesse caso nas MCBK sem tratamento (figura 15), apenas purificadas
com agua destilada, os elementos identificados foram carbono e oxigénio, que

correspondem a superficie da celulose bacteriana. O carbono apresentou um teor de
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55,2% e de oxigénio 44,8%. O pico correspondente ao ouro, corresponde ao
recobrimento das MCBK com filme de ouro, etapa necessario para a realizacdo da
andlise. O espectro de EDS das MCBKon, apds etapa de purificagdo mostrou a
presenca do elemento quimico sédio (Na), proveniente do hidroxido de sédio utilizado.
A composicao de carbono nessa etapa foi de 55,2%; 43,9% de oxigénio e 0,5% de
sédio, assim pode-se observar que ndo houve uma alteracao significativa nos teores
dos elementos, 0 qual possivelmente deve-se a baixa concentracdo usada de NaOH
(0,1M).

Os teores de carbono e oxigénio estdo de acordo com valores obtidos por
outros trabalhos com celulose, podendo variar conforme as condi¢cdes experimentais
aplicadas (CAMARGO, 2016).

Em trabalho complementar sobre sintese MCBK foi realizado a técnica de FRX
gue estimou a porcentagem de outros elementos quimicos presentes nas membranas,
como ferro, célcio, sédio, enxofre, magnésio, silicio e cloro. Os elementos com
maiores teores foram ferro e calcio. Ressalta-se que os elementos identificados
correspondem a composi¢cdo do cha verde, meio o qual as CB foram sintetizadas
(AMAGRO, 2019).

5.1.2 Cristanilidade

As figuras 17, 18 e 19 correspondem aos difratogramas obtidos pela técnica de
DRX, utilizada com a finalidade de possivel alteracdo de cristalinidade das MCBK

purificadas com agua e NaOH.

Figura 17- Difratograma da MCBK purificada com Hz0.
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Figura 18 - Difratograma da MCBKon purificada com 0,1molar NaOH
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Figura 19 -Difratograma da MCBKow purificada com 1 molar NaOH
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Conforme mencionado anteriormente, a celulose | possui dois alomorfos,
celulose la e 1B, de estruturas semelhantes. Na celulose bacteriana ha a
predominancia da celulose la, com células unitarias triclinicas de cadeia Unica. A
celulose IB € caracteristica das plantas, cuja estrutura € complexa, devido a presenca
de materiais lignocelulésicos, com células unitarias monoclinicas. Entretanto, a
celulose la pode ser transformada em If, mediante tratamento térmico, pois €

considerada menos estavel termodinamicamente (WOEHL, 2009; Dima et al., 2017)

Os difratogramas das medidas de DRX para as MBCK purificadas com agua e
as purificadas com 0,1molar de NaOH apresentaram trés principais picos em 26 =
14,7°;16,5° e 22,6° que corresponderam as estruturas (-1 01),(101) e (00 2). Assim,
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tais intensidades obtidas confirmam a estrutura cristalina tipica da celulose |, de
acordo com estudos anteriores, como LI et al (2019); Dima et al (2017); Aydin e Aksoy
(2014); Cai e Kim (2010); Keshk e Sameshima (2006).

A celulose Il pode ser obtida através da celulose I, quando submetida a
tratamento alcalinos (LI et al., 2019; MOHARRAM e MAHMOUD., 2008; LENGOWSK
.et al.,2013). Assim, as MCBKoH, cujo difratograma corresponde a figura 18 e 19,
apresentam as intensidades obtidas na etapa de purificacdo com hidréxido de sodio.

Diante dos difratogramas obtidos para as membranas de Kombucha, ressalta-
se que as intensidades relativas, da MCBK purificada apenas com agua para
purificada com 0,1 molar de NaOH variaram, no qual possivelmente entende-se que

ocorreu certa alteracdo na cristalinidade.

O difratograma correspondente a MCBK purificada a 1M, indicou apenas 2
picos em 20= 14,7° e 22,9° cujas estruturas séo (-1 0 1) e (0 0 2). Se comparado com
o difratograma da membrana também de Kombucha, apresentado pelo trabalho de
Dima et al (2017), os picos apresentados na figura 24, mostraram-se incoerentes, 0
gual, ndo era esperado, como o desaparecimento do pico correspondente a 16°-18°,
logo, tais resultados serdo posteriormente investigados e terdo suas medidas

repetidas.

A diminuicéo dos picos de DRX e possivel alargamento pode estar associados
a dois fatos: aumento da regido amorfa em virtude de diversos tratamentos, reducéo

do tamanho dos cristais e seu arranjo orientado (DIMA et al., 2017).
5.1.3 Morfologia
5.1.3.1 Microscopia de forca atbmica

Para determinacdo do comportamento morfolégico das membranas de celulose
bacteriana do Kombucha, a técnica de AFM foi fundamental, levando em consideracao

a escala de interesse e o fato de ndo haver necessidade de metaliza¢do das amostras.

A Figura 20 ilustra as imagens da membrana de Kombucha original, purificada

com agua destilada em diferentes escalas.
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Figura 20 - Imagens das MCKB com diferentes escalas:
a) 10pm x10 pm; b) 5 pm X 5pum; ¢) 3um x 3um; d) 2um x 2um; e) 1um x 1um.
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A etapa seguinte foi caracterizar as membranas de Kombucha, purificadas com
0,1M e 1M de NaOH. Tal purificacdo foi realizada a fim de remover eventuais
impurezas presentes no processo microbiolégico, como proteinas, sacarideos,
aminoacidos. Dessa forma, as MCBKon estariam prontas para serem submetidas a
tratamentos quimicos, como HA. As Figuras 21 e 22 apresentam as imagens
morfologicas obtidas das MCBKow purificadas a 0,1 M e 1 M, respectivamente, em

diferentes escalas.
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Figura 21- Imagens das MCBKon a 0,1M em diferentes escalas:
a)lOun;\ x10 pm;b) 5 pm x S5pum; ¢) 3um x 3um; d) 2pm x 2um; e) 1pm X 1pm.
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Figura 22- Imagens das MCBKon a 1M em diferentes escalas:
a) 10pum x10 pm; b) 5 um x 5um; ¢) 3um x 3um; d) 2um X 2um; e) 1um X 1um.
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As andlises de AFM das MCBK purificadas com &gua, figura 20 revelaram a
morfologia em longas cadeias fibrosas, com as fibras aglomeradas e entrelacadas,
gue era esperado, segundo caracterizacbes da mesma pela literatura.

Morfologia similar das nanofibrilas observadas na MCBK também foi obtida nos
trabalhos de Woehl (2009), que produziu CB a parir da bactéria G. xylinus, e Pirich
(2017), com CB a partir de xiloglucanas de sementes de Tamarindus indica.

Também é notdrio que as nanofibrilas das imagens de MCBK ndo seguem uma
Unica direcao, além da presenca de regibes com superficies irregulares, como

observado na figura 20, em especial (d) e (e).

Ja as morfologias das MCBKoH purificadas a 0,1M, embora apresentem perfil
aglomerado, cadeias entrelacadas e certa desorganizacéo, suas imagens apresentam

morfologias e comportamento similares as membranas purificadas com agua.

O processo de purificagdo com hidroxido de sédio é considerado uma etapa
crucial para remocéo de metabdlitos presentes nas membranas. O mesmo processo
pode ser identificado por outros trabalhos como Lima et al (2015); Dima et al (2017);
Woehl (2009).

A figura 22, refere-se as MCBKon submetidas a purificagcdo com 1 M de NaOH,
na qual verifica-se mesmo comportamento morfolégico das anteriores, com cadeias
fibrosas e entrelacadas. O emprego de maiores concentracdes molares de NaOH,
durante processo de purificacdo, € responsavel por uma purificacdo mais profunda
das membranas de celulose, podendo ser confirmado pela técnica de difracao de raio-
X (Dima et al., 2017). A modificagdo na concentracdo de NaOH no processo de
purificacdo depende das condicBes que se busca, entretanto ressalta-se que neste
trabalho foi investigado a purificacdo das MCBK com 0,1 e 1 molar, de modo a avaliar

suas possiveis alteracdes morfoldgicas ou néo.

5.1.3.2 Micrografia Eletrénica de Varredura

A analise morfolégica pela técnica de MEV para as membranas pode ser

observada na Figura 23, em diferentes escalas.
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Figura 23 — Imagens de MEV das MCBK em (a), (b) e (c) e em (d) (e) e (f) imagens
das MCBKon a 0,1molar em escalas: 20 um x 20pm, 5um x 5pm, 2um x 2um
respectivamente.

As micrografias das MCBK secas obtidas pela microscopia eletrénica de
varredura confirmam o comportamento emaranhado e aglomerado para as cadeias
de nanofibrilas de celulose, como apresentadas nas imagens de AFM (figura 21). A
superficie é constituida de feixes com direcGes aleatorias e certa irregularidade
superficial, semelhante ao reportado por Souza e Recouvreux (2016) ao investigar CB

produzida por bactérias do género Gluconacetobacter hansenii.

As nanofibrilas tendem a apresentar alta razdo de aspecto
(comprimento/diametro). Conforme estudos de Klemm et al (2005) e Souza e
Recouvreux (2016), as celuloses bacterianas tém valor préximo de 50 para razéo de
aspecto. Esse fato confere uma vantagem as fibras de celulose, pois possuem alto

potencial para atuarem com agentes de reforcos em nanomateriais.

Os resultados das micrografias para as MCBKow (figura 23 -d, e, f), revelaram

pequenas alteracdes na superficie, que se deve a submissdo das membranas ao



53

processo de purificagdo com hidroxido de sodio. Logo, similares comportamentos

morfologicos também foram observados nas imagens de AFM na figura 21.

5.2 Caracterizagcéo das Nanofibrilas de Kombucha
5.2.1 Micrografia de Forga Atbmica

A técnica de AFM foi crucial para esta Ultima etapa do trabalho, o qual, apds
submeter as membranas de Kombucha em tratamento com hidrélise acida, se
esperava obter nanocelulose bacteriana, na configuragédo de nanofibrilas de celulose.
Visou-se investigar os comportamentos morfolégicos, dimensdes, seu possivel
isolamento, além de avaliar seu possivel potencial como agente de reforgos, os quais

serdo apresentados nesta secao.
5.2.2 Analise morfoldgica das suspensdes de NFCBK

Como mencionado na etapa experimental (topico 4.3), a primeira parte deste
estudo apds HA, foi buscar converter as MCBK (purificadas com agua destilada) em
NFCBK. Assim, os tempos de hidrolise usados foram de 5, 10 e 15 minutos, com 64%

de acido sulfurico a 50°C.

As suspensdes acidas obtidas apresentaram coloragdo marrom escura, para
os trés tempos, despertando certa curiosidade, pois geralmente suspensbes de
nanocelulose tendem a apresentar aspecto aquoso e esbranquicado, como

reportados em diversos trabalhos (Lima et al, 2015).

Desse modo, deve-se recordar que tais membranas nao foram purificadas com

NaOH, o qual é ideal para o efeito visual das suspensdes.

Entretanto, as analises de AFM nao revelaram nenhum comportamento similar
de cadeias fibrosas ou nanofibrilas entrelacadas/isoladas conforme os trabalhos
cientificos reportam (WOEHL, et al., 2010; PIRICH, 2017; LIMA et al.,2015).

Porém a morfologia apresentada nesta etapa continha formas esféricas
aglomeradas entre si. Tais aglomerados podem ser provenientes do proprio material

celulésico; ou as membranas foram degradadas durante a HA.
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Figura 24 -imagem NFCBK sem purificacdo em escala 1 pm x1 pm

5.2.3 Analise morfologicas das suspensdes de NFCBKowx

Foram mantidas as condi¢cOes reacionais para as membranas de Kombucha
purificada com NaOH, cujas membranas estavam secas, porém o tempo de hidrélise

foi modificado para 3, 4 e 5 minutos.

As suspensOes acidas obtidas nessa etapa, devido terem sido previamente
purificadas com 0,1M de NaOH, no processo de hidrélise resultaram em suspensdes
com colora¢des marrons mais claras, ponto favoravel em relacéo as suspensdes das

MCBK escuras obtidas anteriormente.

A concentracao das bases (KOH, NaOH) usadas durante tratamento alcalino,
€ um ponto determinante frente a obtencdo da coloracdo das suspensfes acidas,
segundo Dima et al (2017). Quanto maior a concentracdo das bases, mais

esbranquicadas seréo as nanocelulose.

Os tempos sugestivos para obtencdo da NFCBKox, em menores tempo,3, 4 e
5, foi considerado em virtude de se obter uma coloracdo mais clara das suspensoes
e evitar possiveis processos de degradacao. Trabalho similar para obtencdo de CNC,
confirmou que o melhor tempo reacional foi de 10 minutos, para hidrolise acida,
contribuindo para altas razbées de aspecto e formato agulhas para os nanocristais,

além de melhor estabilidade térmica, dimensdes e cristalinidade (Lima et al., 2015)

Na Figura 25 sdo apresentadas as imagens morfolégicas obtidas para as

NFCBKon em 3 minutos de hidrélise.

Verifica-se a partir da escala de 10um, a presenca de uma regido mais

aglomerada e, através dela, as fibras se desmembrando.



55

Nas proximas escalas pode-se visualizar as cadeias fibrosas, ainda que
entrelagadas, porém ndo se converteram em cristais isolados mediante ataque &cido.
A regido acima da porc¢éao de fibras aglomeradas se desfibrilando, na escala de 10 um
x10um, evidencia a presenca de um comportamento mais acentuado, em formato
assimétrico, que pode ser entendido como a presenca de residuos experimentais que
secaram na superficie amostra de MCBKon, podendo encobrir de certa forma a regido
das nanofibrilas.

Das concentracdes analisadas, a que melhor apresentaram resultados foi a
imagem das diluidas na razdo de 1:50, indicando a necessidade de trabalhar mais
condi¢cBes experimentais a fim de atingir possivel isolamento das NFCBKow.

Figura 25 — Imagens NFCBKon obtidas em 3 min, com escalas de varredura: 10 um
X 10pum; S5ym x 5pm; 2pum x 2um e 500nm x 500nm, todas estas pela diluicdo 1:50 da
concentracao original.
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Na Figura 26, apresentam-se as imagens de NFCBKon obtidas apés 4 minutos

de hidrélise, considerando a concentracao original [0,80g/L].

As imagens morfolégicas para concentracdo original, evidenciaram que a
hidrdlise acida nessa concentracdo nao foi efetiva, pois as cadeias fibrosas foram
extremamente resistentes a quebra, embora apresentassem pelas figuras (b) e (c)
pequenas regides de microfibrilas em evidencia as demais, fato este que néo elucida

a obtencado dos nanocristais ou nanofibrilas isoladas.

Ja em relacao a figura (d, e, f) ndo se observa nenhuma mudanca significativa
em relacdo as anteriores, para mesmas escalas. As cadeias ainda permanecem

aglomeradas, e emaranhadas, porém em menor intensidade.
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Figura 26 — Imagem da NFCBKon obtida em 4 min, e as diluigdes nas razdes de 1:5
e 1:100, em diferentes escalas. As figuras (a, b, ¢) correspondem as amostras de
concentragao original; (d, e, f) narazdo de 1.5 e (g, h, i) de 1:100.
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Mas, atencdo especial deve-se as morfologias em (g, h, i), que apontaram um
possivel isolamento das NFCBK. Entretanto, ndo se pode determinar onde elas
comecam ou terminam. Fato este que impede de afirmar que este processo foi viavel
para isola-las. Muito embora, algumas informacgfes importantes podem se revelar: a

primeira que se comportam como nanofibrilas, configuram-se num aspecto de
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curvatura, seu valor de diametro e a necessidade de maiores diluicbes das
suspensdes de nanocelulose para visualiza-las.

Novo tempo reacional de 5 minutos foi testado, conforme Figura 27 (a, b, c, d),
para as NFCBKon mantendo a padronizacdo das escalas anteriores. Ainda aqui, pode
ser notado certo grau de aglomeragdo no substrato, que por meio deste, as
microfibrilas surgem, mesmo nao revelando comportamento em formato agulhas,

demarcado pelos CNC.

Figura 27 - Imagens de NFCBKon obtidas em 5min, nas escalas 10 um x 10pm; 5um
X 5um; 2um x 2pum e 500nm x 500nm.

Em comparativo as imagens obtidas via AFM para as amostras MCBK sem

tratamento acido (figuras 21 e 22), onde destaca-se os feixes fibrosas entrelacados,
pode-se identificar que apos HA ocorre a dasagregacao das fibras, especialmente nas
figuras 25 (b, c), figura 26 (g,h,i) e figura 27 (a,b, c).

Segundo WOEFL (2009) entende-se que a modificacdo morfologica nas cadeias
pode ser responsavel por sua maior dispersibilidade quando convertidas em

nanofibrilas, o que eleva sua potencialidade como refor¢os estruturais.

Diante das caracterizacbes realizadas para esta parte do trabalho,
considerando que houve resultados pertinentes ao objetivo do mesmo, foi possivel

medir a largura das nanofibrilas para os trés tempos estipulados 3, 4, 5 minutos.

Dessa forma, foi selecionada uma imagem de cada tempo na escala de 2um x
2um, padronizando o mesmo formato de medicdo. Com a auxilio do software
Nanoscope Analysis pode-se medir o diametro, onde escolheu-se 3 pontos distintos
do feixe de uma nanofibrila, determinando por fim uma média com respectivo desvio

padréo.
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As NFCBKon de 3 minutos apresentaram largura média de: 16,77+1,40 nm; as
NFCBKon de 4 min 11,88 + 1,95 nm e as de 5 min 11,57+0,50nm, apresentando
valores muito similares. Nota-se que houve uma reducdo da largura em virtude do
aumento do tempo de HA (CESAR, 2013; SILVA et al., 2009).

Assim, de acordo com especificagdes ao tipo de nanocelulose, tais amostras
apresentaram valor de diametro inferior a 50nm, o que as classificam como

nanofibrilas, conforme esperado.

Diante disto, pode presumir que as nanofibrilas de celulose do Kombucha, sédo
resistentes a quebra, mesmo quando submetidas a altas concentracdes de &cido,
dificultando sua conversdo para cristalitos, wiskers de celulose, impedindo-as de

defini-las como CNC.

Resume-se que para a obtencdo do diametro das NFCBK, como outras
nanofibrilas celulésicas € possivel obté-las atravées do conjunto de técnicas
microscoépicas existentes, capazes de definir os comportamentos das amostras. Por
fim, a mensuracdo das dimensdes das nanofibrilas ainda € um fator que oferece
limitacdes, principalmente pela dificuldade em reconhecer as extremidades das

nanofibrilas isoladas (BHAT et al., 2018).
5.2.4 Analise morfolégicas das suspensdes de NFCBKg

Frente a necessidade de encontrar as nanofibrilas separadas foi necessario
buscar novas condi¢des experimentais para tal finalidade. Assim, ao invés de secar
as MCBKoH purificadas a 0,1M, consideramos a possibilidade de usa-las in natura, ou

seja, no proprio estado gelatinoso.

Conforme estudo de WOEHL (2009) as MCBK contém muita agua e se
comportam como hidrogéis., logo sdo compostas de 99% de agua em massa, fator

este que pode vir influenciar na etapa da hidrdlise.

A figura 28 apresenta as caracterizacdes obtidas para as suspensdes

gelatinosas de NFCBKg, para os respectivos tempos de 3, 4 e 5.

De acordo com as analises obtidas para este tempo, deve-se ressaltar que as
imagens de amplitude sdo especificas para obter uma melhor imagem de altura da

amostra, enquanto a denominada como height sensor € imagem de AFM geralmente
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adotada para topografia das amostras, ou seja € originada pela for¢ca de atracao entre
a superficie da amostra e o cantilever (ponta de AFM).
Figura 28 - Imagens de suspensdes gelatinosas NFCBKg obtidas, onde (a, b, c, d)

correspondem as NFCBKg de 3 minutos, com imagens de height (a, b) e amplitude
(c, d); NFCBKg de 4 minutos, (g € h) NFCBKg de 5 minutos.

T T ¢ 0 !
00 1: Heght Sensor 50m 00 2 Ampleude Error 50im go 1: Height Sensr 50m00 1: Height Sensor 1004m

Os AFM das NFCBKg de 3 min correspondente as imagens de altura (a, b) que
se mostraram com certa limitacdo a presenca da nanofibrilas, muito embora, as
imagens (c, d) de amplitude colaboraram para melhor entendimento da morfologia da
amostra. E evidente o aparecimento de regides com particulas aleatérias que n&o
indicam fibra, e sim um amontoado de particulas secas, possivelmente oriundos de

material residual ou indicios de uma purificacao ineficiente.

A obtencdo do AFM para a amostra NFCBK de 4 minutos, foi bem limitada, em
virtude da dificuldade de encontrar as nanofibrilas durante a varredura. Um ponto
relevante, pode ser a adsorvidade da amostra sobre a superficie da mica (substrato)
adotado para receber a suspenséo dos NFCBK, onde as suspensfes devem ter maior

adesao do que coesao.

A micrografia de AFM (g) e (h) das NFCBKg pertencem ao tempo de 5 minutos
de HA, mostraram resultados satisfatdrios, ao indicar o isolamento da nanofibrila de

Kombucha. Sua morfologia em especial se confirma com a obtida na etapa anterior,
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figura 26 (g, h), com aspecto de curvas uniformes, que sugerem certa resisténcia das

nanofibrilas de se quebrarem em cristalitos, com formatos agulhas.

Com auxilio do software foi possivel calcular o diametro médio para os trés
tempos acima mencionados, com as ferramentas descritas no topico anterior. Porém,
a escala de varredura usada na NFCBKg 3 e 5 minutos foi de 5 pm x5 pum, enquanto
na NFCBKg 4 minutos de 2 um x 2 um, em razdo de serem as menores varreduras
determinadas. Os valores de NFCBKg 3min foram 7,88+0,01nm; NFCBKg 5min 7,80
+ 0,40 nm e NFCKg 4 min de 7,41+0,40nm.

Os valores de largura obtidos para 3 e 5 minutos mostraram-se interessantes,
uma vez que o diametro diminui, pode ter sido influenciado pelo tempo de hidrélise
gue aumentou. Embora, o diametro da NFCBKg 4 min apresentou menor valor dentre
eles. A diferenca entre os valores obtidos € considerada aceitavel, pois pode variar
devido a escala selecionada para analise, como também outros fatores: tempo e

concentragdo usados durante HA.

De acordo com a morfologia de aspecto curvatura, tanto para as nanofibrilas
purificadas a 0,1M das MCBKox secas como as gelatinosas, estima-se que a

nanofibrilas apresentam comprimento dentro da ordem de micrémetros.

Em paralelo, Lima et al. (2015), obtiveram para suas amostras provenientes de
CB, nanocelulose com dimensdes que variaram de 10 a 50 nm em largura, assim

como seu tamanho também entre 100 nm a varios micrémetros.

Yadav e Maji (2018) conseguiram isolar nanofibrilas celulésicas com diametro
na faixa de 5-80 nm, e comprimento até poucos micrdmetros, que corrobora com
nossos resultados apresentados. Os autores também apontaram que as aderéncias
fisicas como quimicas podem exercer um papel na consolidacdo da morfologia

resultante.

Por fim, ressalta-se que as NFCBKg caracterizadas de 10 minutos nao
revelaram nanofibrilas nas imagens morfoldgicas durante esta etapa de analise, como

também as amostras diluidas na razdo de 1:5.
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5.2.5 Analise morfologicas das suspensdes de NFCBKgm

A partir das membranas purificadas a 1 molar com NaOH, mantidas em estado
gelatinoso foi obtido as nanocelulose por meio da reacéo de HA, nos tempos de 3, 4,
5 e 10 minutos. A amostra de 4 minutos, ndo evidenciou nanofibrilas, onde
possivelmente o material celulésico pode ter se concentrado sobre o sobrenadante
gerado (parte liquida obtida durante centrifugacdo), investigado posteriormente.
Assim, a figura 29, apresenta os resultados referentes aos demais tempos.

Figura 29 - Imagens das NFCBKgwm obtidas, onde (a) (b) (c) correspondem de 3
minutos nas escalas de (5x5 3x3 1x1)um; NFCBKgwm de 5 minutos (d) (e) (f) nas
escalas de (10x10 5x5 3x3) um e NFCBKgwm de 10 minutos em (g) (h) (i) nas escalas
de (10x10 3x3 2x2) um.

T 5 I 1
00 1: Height Sensor 50um00 1: Height Sensor 30um o 1: Height Sensor 10um

r r r
0.0 1: Height Sensor 10.0ym 0.0 1: Height Sensor 50mm 0.0 1: Height Sensor 30um

T 1 1
0.0 1: Height Sensor 10.0m 0.0 1: Height Sensor 3.0m)0 1: Height Sensor 20um
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Segundo as imagens obtidas nesta etapa, pode-se observar que as morfologias
ao tempo de 3 e 5 minutos de HA mantiveram-se, quando comparadas as NFCBKg
tratadas a 0,1M, pois comportaram-se de forma isolada e as nanofibrilas
permaneceram com formatos de curvaturas, em especial a figura (c), que na varredura

em escala de 1 um x 1 pm ficou nitido uma formato de anel na nanofibrila.

Especula-se que este aspecto de anéis pode estar associado a caracteristicas
especificas das cadeias fibrosas da membrana bacteriana de Kombucha.

Contudo, as imagens para as NFCBKgwm de 10 minutos se revelaram formas
mais segregadas, ou seja, mais cilindricas e isoladas, perdendo o aspecto curvado
apresentado anteriormente. Assim, deduz-se que o aumento do tempo de HA para 10
minutos, como a maior concentracdo molar de NaOH na etapa de purificacdo da

membrana foi determinante no comportamento das nanofibrilas obtidas.

Mediante a caracterizagcdo morfolégica das nanofibrilas apresentadas, suas
dimensfes também puderam ser mensuradas, por meio do software Nanoscope
Analysis, de modo que os valores médios apresentados de largura para os respectivos
tempos de 3 e 5, a partir da escala de 3x3 um foram: 2,11+0,05nm e 2,33£0,20nm e

na escala de 2x2 um para 10 minutos foi 1,21+0,04nm.

Em virtude dos AFM de NFCBKgwm de 10 minutos apresentar uma nanofibrila
isolada, mais préxima de um CNC teve seu comprimento expresso na ordem de

micrémetros igual a: 0,260 pm.

De acordo com os valores apresentados, é evidente que ocorreu uma
diminuicdo do diametro médio das nanofibrilas em relacéo a etapa anterior. Destaca-

se que o tempo de 10 minutos foi 0 menor valor obtido até 0 momento.

As amostras de NFCBKgwm diluidas na razdo 1:5 para todos os tempos
mencionados nao revelaram resultados morfolégicos pertinentes ao comportamento

esperado das nanofibrilas de Kombucha.
5.2.6 Analise morfoldgica das suspensdes de NFCBKs

Ao longo das etapas, rumo a obtencgéo das nanofibrilas, e diante da dificuldade
para isola-las, foi considerado avaliar o sobrenadante obtido durante a etapa de

centrifugacdo, o qual poderia conter material celulésico presente. Para tal
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investigagéo, a solugéo recebeu o mesmo tratamento final das demais suspensoes

(centrifugacao, dialise, sonificacdo) para posterior caracterizacao.

Assim, foram obtidas quatro suspensdes de sobrenadante, para os tempos de
3, 4, 5 e 10 minutos. No entanto, para esta etapa do trabalho apenas o NFCBKs de

3,4 e 10 minutos revelaram morfologia desejavel.

As imagens de AFM para as NCBKs de 3 minutos sdo apresentadas na figura
30, que revelaram apenas um feixe de nanofibrila isolada e mantendo o formato
curvada das etapas anteriores. Mas, nao se pode determinar suas extremidades, de

modo que ndo € possivel obter o valor do comprimento.

Figura 30 — Imagens das NFCBKs obtidas de 3min (concentracao inicial) com
(@), C) nas seguintes escalas: 5 pym x 5 ym, 2 ym x2 pm e 1ym x 1pm.

NI TN - o

00 1: Height Sensor 50m 00 1: Height Sensor 204m00 1: Height Sensor 10um

Os resultados morfoldgicos para as amostras do sobrenadante de 4 minutos,
figura 31, se mostraram interessantes, pois configuraram uma rede de feixes fibrosos
emaranhados, semelhantes a uma teia, entretanto mantendo formatos
curvados/arredondados. Mesmo assim, ndo foi possivel para essa condicao

experimental isolar as nanofibrilas.

Em virtude do emaranhado presente nas estruturas nao foi possivel obter um
feixe fibroso mais isolado para determinar seu comprimento. Segundo levantamento
literario, nenhum aspecto similar a esse das NFCBKs, pode ser determinado,
especialmente para esse tipo de fonte bacteriana, submetido a todos esses
tratamentos quimicos e fisicos citados. Entretanto, morfologia paralela, pode ser
observado por um trabalho de desdobramento induzido por luz e redobragem de
nanofibras de polimero supramolecular, que obtiveram aspecto arredondado e
curvado para suas amostras (ADHIKARI et al., 2017).
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Figura 31 — Imagens das NFCBKs obtidas de 4min (concentracao inicial) com
(a), (b), (c) nas seguintes escalas: 5 pm x 5 um, 2 pm x2 pm e 500nm x 500nm e
diluicdo de 1:5 figura (d) (e) (f) em: 10 pmx 10 pm, S5pm x S5pm e 2pumx 2pm.

I 1
00 1: Height Sensor 50m 00 1: Height Sensor 20m)0 1: Height Sensor 500.0nm

Ll 1
0.0 4: Height Sensor 10.04m 00 1: Height Sensor 5.1ym0.0 1: Height Sensor 20um

Na figura 32 sdo apresentados os AFM das NCBKs de 10 minutos de hidrélise,
fato este que pode influenciar no comportamento dos feixes das nanofibrilas
visualizadas, comparada as imagens de 4 minutos. Mesmo com menor

entrelacamento entre elas, é evidente que as nanofibrilas ndo estdo isoladas.
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Figura 32 — Imagens das NFCBKs obtidas de 10min (concentracao inicial)
com (a), (b), (c) nas seguintes escalas: 5 pm x 5 pm, 2 pm x2 pm e 500nm x 500nm.

f T
0.0 1: Height Sensor 50um0.0 1: Height Sensor 20mmpp 1: Height Sensor 500.0nm

Contudo, mesmo as imagens das morfologias para os sobrenadantes nao
oferecerem formatos de cristais isolados, foi possivel obter os valores médios de seus
diametros, a partir da escala 5x5 um, para os respectivos tempos de 3, 4 e 10 minutos,
os quais foram: 3,45+0,55nm; 2,9+1,01nm e 2,77+0,88nm. Frente aos resultados,
pode-se compreender que os valores diminuiram de acordo com o aumento do tempo
de HA, ja observado nas etapas anteriores, e mais uma vez, se configuram como

nanofibrilas.

As amostras de NFCBKs diluidas na razdo 1.5 para os tempos citados nao

revelaram resultados morfolégicos dentro do aguardado.
5.2.7 Analise morfolégica das suspensdes de NFCBKsw

O sobrenadante obtido das etapas anteriores, no caso, das suspensdes
NFCBKgm a 1molar de NaOH, também foram analisados, onde as etapas
(centrifugacao, didlise, sonificacdo) das suspensoes foram realizadas anteriormente a

caracterizacao.

As suspenstes NFCBKsw de 3,4,5 e 10 minutos foram caracterizados via AFM,
no entanto, apenas os tempos de 3,4 e 5 minutos apresentaram suas morfologias
segundo as figuras 33,34 e 35. Também, as amostras diluidas (1:5) ndo ofereceram

resultados morfolégicos esperados.
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Figura 33 — Imagens das NFCBKsw obtidas de 3min (concentracao inicial)
com (a), (b), (c) nas seguintes escalas: 10 pm x 10pm, 5 pm X 5Spum e 3 pm x 3pum.
! -
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E notavel que a figura 37 (a) mesmo com a resolucéo limitada, apresenta uma
regido com as nanofibrilas entrelacadas, enquanto em (b) e (c) pode-se ver com mais

nitidez as cadeias fibrosas.

Figura 34 — Imagens das NFCBKsw obtidas de 4min (concentracao inicial)
com (a), (b), (c) nas seguintes escalas: 10 pm x 10 ym, 5 ym x5 pm e 3 pm x 3 pm.
54 -
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As NFCBKsy, figura 34, revelaram nanofibrilas bem isoladas, quando
comparada as NFCBKs também de 4 minutos. Especula-se que o aumento da
molaridade de 0,1M para 1M pode ter influenciado no comportamento das nanofibrilas,
uma vez que o processo de purificacdo € mais acentuado a altas concentragdes.
Mesmo apresentando-se de forma isoladas, as nanofibrilas mantiveram o aspecto

curvatura, conforme apresentado pelas etapas anteriores.

Especula-se que tais comportamentos curvados, provém de caracteristicas do
tipo de fonte bacteriana, ainda pouco explorada, como sugere elevada resisténcia a

quebra durante HA.
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Figura 35 — Imagens das NFCBKs obtidas de 5min (concentragdo inicial) com

T 1)
00 1: Height Sensor 10.0m 00 1: Height Sensor 504m 0.0 1: Height Sensor 30um

Confirma-se pela figura 35, a mesma morfologia e aspecto para as NFCBKsw
de 5 minutos. Assim, pode-se inferir que o tempo de HA é crucial para configurar o
comportamento das nanofibrilas mais dispersas, como observados para as figuras
33,34 e 35.

Apés as caracterizacbes morfologicas das nanocelulose calculou-se o valor
meédio das larguras, como também estimou o comprimento, em especial das
NFCBKswm de 4 minutos, figura 34 (b), na ordem de micrometros, o qual dos AFM desta

etapa foi a que melhor evidenciou as nanofibrilas separadas.

Assim, as larguras obtidas através das escalas de 5x5 pm, nos respectivos
tempos 3,4 e 5 de HA, foram: 3,08+0,35nm; 2,33+0,18; 2,28+0,44nm. Como esperado,
os valores desta fase como a anterior (NFCBKs 0,1M) foram similares, assim como
os obtidos da etapa dos NFCBKgm. Novamente, observa-se que o tempo de HA foi
determinante para os resultados apresentados, assim conclui-se que quanto menor o
tempo de hidrdlise pode-se ter tamanhos menores de CNF, como também maiores

valores de razdo de aspecto.

Por fim, como a Kombucha é uma fonte renovavel ainda pouco explorada, pelo
pouco volume expresso de trabalhos na area, especificamente sob as condicGes
experimentais descritos durante este trabalho, discute-se que a propria nanofibrila
presente na membrana pode possuir alto potencial como uso de reforcos em novos
nanomateriais, como por exemplo, atuar como agentes de reforcos em matrizes
poliméricas sintéticas ou naturais, que resultara num produto final biodegradavel,

reciclavel e menos poluente ao meio (Dima et al, 2017).
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5.2.8 Sintese dos resultados de morfologia

Na tabela 4 estdo sistematizados os resultados obtidos pela técnica AFM de
maneira geral, a fim de melhor compreendé-los. Ja na tabela 5 trata-se de uma tabela
comparativa com os tamanhos para os diferentes tratamentos aplicados as NFCBK.

Uma sintese com as principais larguras obtidas para este trabalho pode ser
entdo visualizada na tabela 5, o qual se nota que no primeiro tratamento n&o foi
possivel obter nanofibrilas das MCBK purificadas com &gua. Ja no segundo
tratamento das NFCBK secas e purificadas com NaOH (0,1M) dentro dos 3 tempos
estabelecidos obtivemos resultados dentro da escala nanométrica. Mas, a
necessidade de maiores investigacdes possibilitou explorar a membranas in natura,
porém purificadas a 0,1 e 1 molar de NaOH, os quais foram responsaveis pelos
menores tamanhos de largura deste trabalho, além de considerar também a influéncia

do tempo de HA.

Em comparativo, os resultados aqui obtidos se aproximam com o observado
por de Dima et al (2017) e Lima et al (2015), onde ambos trabalharam com CB, o
primeiro com CB de KC e o segundo com CB do género Gluconacetobacter Xylium,
entretanto deve-se reforcar que os métodos de obtencdes das CNF diferem para cada
trabalho citado, mas que os valores de diametro foram expressos na ordem de

nandbmetros.



Tabela 4 - Tabela com a sintese dos resultados obtidos nesse trabalho, onde HA é Hidrdlise acida e NR é nenhum resultado obtido.

HA MCBK seca MCBK seca MCBKoH gelatinosa MCBKon gelatinosa
(min) Agua 0,1 molar NaOH 0,1 molar NaOH 1 molar NaOH
Precipitado precipitado precipitado sobrenadante precipitado Sobrenadante
NF entrelacadas NF dispersas/curvas NF dispersas/curvas NF Isoladas/curvas NF dispersas/cilindricas
d= (16,77+1,40) nm d= (7,88+0,01) nm d= (3,45+0,55) nm d= (2,1140,05) nm d= (3,08+0,35) nm
Tei Bl = { B Ve W
3 - 2
NF dispersas/curvas NF dispersas/curvas emaranhado de NF NF isoladas/cilindricas
d=(11,88+1,95) nm d= (7,41+0,40) nm d=(2,9+1,01) nm d= (2,33+0,18) nm
; e P e S
4 — NR
NF dispeféﬁs/curvag NF isoladas/ curvas NF dispersas/curvas NF isolada-s e curvas
d=(11,57+0,50) nm d=(7,80+0,40) nm d=(2,33+0,20) nm d=(2,28+0,44) nm
L “ -« ST 5 5 ] ) X 2
5 NR NR
NFdispersas/cilindricas NF Isoladas/cilindricas
d= (2,77+0,88) nm d=(1,21+0,04) nm
10 NR — NR "3 A NR
15 NR — T
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Tabela 5 - tabela comparativa dos tamanhos obtidos das NFCBK

70

Valores de largura das NFCBK (nm)

NgeiiK N'(;Cianoslzfa NFCBKoH gelatinosa NFCBKon gelatinosa
HA - ' 0,1 molar NaOH 1 molar NaOH
. Agua NaOH
(min) Precipit
adop precipitado precipitado sobrenadante precipitado Sobrenadante
3 16,77+1,40 nm | 7,88+0,01 nm 3,45+0,55 nm 2,11+0,05 nm 3,08+0,35 nm
11,88+1,95 nm | 7,41+0,40 nm 2,941,01nm 2,33+£0,18 nm
4 — NR
5 NR 11,5740,50nm | 7,80+0,40 nm NR 2,33+£0,20 nm 2,28+0,44 nm
10 NR . NR 2,77+0,88 nm 1,21+0,04 nm NR
15 NR —
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6. CONCLUSAO

A membrana de Kombucha utilizada neste trabalho, apresentou-se
como uma fonte alternativa para obtenc&o de celulose bacteriana, de baixo custo,
pura e livre de poluentes. As vantagens de adotar MCBK como matéria prima
precursora para obtencdo de nanofibrilas, deve-se também pela elevada

cristalinidade, bom desempenho mecanico e resisténcia.

As nanofibrilas foram obtidas mediante reacéo de hidrélise acida, com &cido
sulfarico 64%, a 50°C, com diferentes tempos reacionais, variando de 3,4,5,10 e 15
minutos para cada etapa especifica, onde o melhor tempo observado foi de 10

minutos.

Os resultados de caracterizagdo empregados, evidenciaram incialmente que
as MCBK apresentaram composi¢ao quimica, cristalinidade, morfologia e estrutura

designadas de celulose, tipo I, pertencentes as CB.

Entretanto, as caracterizacdes morfologicas para as nanocelulose (NFCBKon)
oriundas das membranas secas a 0,1M de NaOH, confirmaram que as NC obtidas
sédo nanofibrilas, com valores médios de largura, variando entre (16,77+1,44nm a
11,57+£0,50nm); ja as NC purificadas a 0,1M e 1M (NFCBKg, NFCBKgm, NFCBKs e
NFCBKsw) apresentaram largura meédia entre (1,21+0,04 a 7,88+0,01nm).

Conclui-se que com o aumento do tempo de HA, os valores de largura
diminuiram, em destaque para as nanofibrilas obtidas a partir da membrana purificada
a 1M de NaOH, revelando o menor tamanho apresentado neste trabalho, na ordem

de 1,21nm, cujo tempo de HA foi 10minutos.

As nanofibrilas apresentaram comprimento na ordem de micrémetros, embora
nao foi possivel estabelecer uma média, devido as limitacdes da organizacdo da

mesma nas etapas.

Por meio das analises de AFM foi identificado um padréo de organizagéo das
nanofibrilas, com aspecto arredondado e curvado, que sugere elevada resisténcia
mecanica do material, especialmente ao ataque acido, pois ndo sédo capazes de se

converterem em nanocristais ou whiskers.
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Contudo, foi possivel verificar a partir das imagens de AFM que as nanofibrilas
obtidas mediante membrana purificada com 1M de NaOH, denominadas NFCBKgwm e
NFCBKsw, revelaram-se mais isoladas e como morfologia muito préxima das CNC,

embora suas dimensodes a classifiguem como nanofibrilas.

Enfatiza-se que a Kombucha ainda é uma fonte renovavel pouco explorada de
alto valor e interesse ambiental, o que a categoriza como uma alternativa em potencial
para estudos cientificos nesse campo nanotecnolégico. Em especial, este trabalho
aponta que tanto as nanofibrilas de CB como a propria membrana original de
Kombucha (sem submissdo a tratamentos &cidos), apresentam alto potencial de
reforco tanto em matrizes poliméricas convencionais e/ou biopolimeros para producéo

de plasticos biodegradaveis.
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ANEXO

Técnicas de caracterizacéo

1.0 Espectroscopia de Absorgédo na Regidao do Infravermelho com Transformada
de Fourier - (FTIR)

O conjunto de ondas eletromagnéticas que compreende todas as faixas de
frequéncias € conhecido pelo espectro de radiacdo eletromagnética. Entende-se por
ondas eletromagnéticas as oscilagbes provenientes de campos elétricos e
magnéticos. Dessa forma, as frequéncias ou comprimento de ondas, explica as
diferentes faixas correspondentes ao espectro eletromagnético (LEITE, PADRO,
2012)

Logo, um tipo de onda eletromagnética convencional, trata-se da luz visivel, ou
seja, identificada a olho nu. A luz visivel, por sua vez, corresponde ao comprimento
de onda numa faixa entre 400-730 nandémetros (nm) aproximadamente (LEITE,
PRADRO, 2012)

H4, entretanto, outros tipos de ondas eletromagnéticas que nao correspondem
a faixa do visivel, porém, podem ser determinados por outros instrumentos
especificos. Como, por exemplo, a radiacdo no infravermelho, invisivel a olho
humano, que corresponde a comprimentos de onda entre 730-1.000.000 nm (LEITE,
PADRO, 2012)

A formacdo das ondas eletromagnéticas ocorre pela mobilidade de cargas
elétricas aceleradas, ou através de transi¢cdes entre niveis discretos de energia, que
podem ser de diferentes origens atébmicas/moleculares: nucleares, eletronicas,
vibracionais e rotacionais. Desse modo, 0 espectro de emissdo ou absorcdo para
cada elemento quimico apresenta um padrao especifico, e utiliza-se esses espectros
de emissao/absorcdo para identificar e mensurar os tipos de elementos quimicos
presentes em cada substancia, analogo a uma impressao digital do elemento (LEITE,
PADRO, 2012).

Segundo Prado e Leite (2012), as cargas elétricas existentes nos materiais
podem sofrem oscilagédo, em virtude da radiagéo eletromagnética. Assim, um material

€ capaz de absorver ondas eletromagnéticas, quando esta perde energia ao mesmo.
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Nesse sentido, destaca-se a técnica de espectroscopia de absorcdo no
infravermelho com transformada de Fourier — FTIR, capaz de produzir espectros de
absorcédo e/ou transmisséo. Sua funcionalidade se da pela incidéncia de um feixe de
luz na regido do infravermelho sobre a substancia de interesse, determinando assim,
a frequéncia ou comprimento de onda da radiagdo eletromagnética incidente
absorvido (ou transmitido) pela mesma (LEITE, PRADO, 2012).

A técnica de FTIR é muito adotada para caracterizagbes, especialmente de
compostos organicos e inorganicos, nas quais utiliza-se a regido do infravermelho
médio 4000-200 cm?, para andlises (CAMARGO, 2016).

A absorcdo da radiacdo eletromagnética pelas amostras, permite que as
moléculas constituintes apresentem movimentos vibracionais e rotacionais,
direcionadas a um maior nivel de energia. Apenas se a molécula em questao, sofrer
variagdo de seu momento dipolar. Como ha alguns compostos que nado sofrem
variagbes do momento dipolar, como O3, Clz2, N2, estas séo incapazes de absorver
radiacéo infravermelho (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; CAMARGO, 2016).

Nas moléculas diatbmicas, as vibracdes moleculares séo classificadas como:

vibracdes axiais ou de estiramentos e vibra¢cdes angulares (CAMARGO, 2016).

Determina-se por vibracdo axial toda variagdo no comprimento do eixo de
ligacdo nos atomos, que resulta num distanciamento interatbmico. As vibracdes
angulares, por sua vez, estdo associadas as alterac6es no angulo de ligacdo da
molécula. Tais vibracdes axiais, apresentam-se no plano, ou fora do plano. Tanto o
estiramento quanto as vibracdes angulares podem ser classificadas como simétricas
ou assimétricas (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; CAMARGO, 2016), conforme a

figura 36 abaixo
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Figura 36- Modos vibracionais simétricos e assimeétricos
de uma molécula.
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Fonte: Gongalves, 2012.

Assim, através da técnica de FTIR pode-se obter a identificagdo dos principais
grupos funcionais que compde a amostra de interesse, por meio da verificagdo das
frequéncias em que o material absorve radiagéo, variando a radiagédo incidente na
faixa da radiacdo IR. Cada frequéncia em que ocorrer uma absorcéo ira corresponder
a uma mudanca de nivel vibracional de uma molécula que compde o material.
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; CAMARGO, 2016; GOLCALVES, 2012).

1.2 Difracdo de Raios X (DRX)

Outra técnica baseada na interacdo com a radiacdo eletromagnética é a

difracao de raios X.

Entende-se por difracdo, o fendbmeno capaz de espalhar radiacao
eletromagnética a partir de centros de espalhamento, com comportamento periodico,
0s quais devem possuir espacamentos de igual ordem de magnitude ao de
comprimento de onda incidente. (SMITH, 1981 apud PIRICH, 2017).

A radiacao eletromagnética quando difratada num material sélido, interfere com
as ondas difratadas pelos diferentes centros espalhadores, comportando-se de forma
construtiva e destrutiva em diferentes direcbes. As direcbes de ocorréncia da
interferéncia construtiva irdo depender da estrutura cristalina da amostra. Mediante
observacédo destes angulos pode-se obter informa¢des como o arranjo atdmico e

geometria interatdmica do material. (PIRICH, 2017)
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Tais informagbes, sdo cruciais para determinar quantitativamente dados a
respeito da cristalinidade de materiais, assim como, dimensdes dos cristalinos e/ou
indice de cristalinidade da amostra. A figura 37, esquematiza o principio de difracao
de raios-X sobre uma amostra com planos cristalinos (PIRICH, 2017).

Figura 37 Esquema de difragéo de raios-X em materiais
com plano cristalino.

Fonte: Smith, 1981 apud Pirich, 2017.

O difratbmetro de raios X é o0 equipamento responsavel pela medida, que é
formado por uma fonte de emisséo de raio X e um detector posicionado sobre um
braco giratorio, capaz de indicar a sua posi¢cdo (em graus) em relacéo a direcao de
incidéncia de um feixe de elétrons, que difratara ao incidir na amostra de interesse,
fornecendo informacdes estruturais sobre a mesma (LENGOWSKI, 2013; SMITH,
1981; apud PIRICH, 2017). Um esquema estéa indicado na Figura 38.

Figura 38- Esquema operacional de um difratbmetro
na geometria Bragg-Brentano.

Raio-X incidente —
T

_Reflexao do objeto

Feixe difracao

Planos Cristalinos

Fonte: Smith (1981) apud Pirich, 2017.

1.3 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A técnica AFM destaca-se por envolver aplicagdes de estudos morfologicos da
superficie de materiais, até suas propriedades estruturais e moleculares em escala

nanométrica. Em 1986 os pesquisadores Binnig, Quate e Gerber inventaram o AFM,
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mas somente em 1989 foi comercialmente conhecido (DEDA et al., 2012,
HERRMANN et al., 1997).

O microscépio de forca atdmica é um instrumento que detém ferramentas
investigativas tanto de superficies condutoras quanto isolantes em escala atémica,
permitindo um preparo mais simples da amostra. Trata-se de uma técnica nao
destrutiva, ou seja, que ndo altera a morfologia nem as propriedades fisico-quimicas
das amostras, sendo possivel, inclusive, avaliar amostras em meio liquido. Essa
técnica proporciona a varredura nas trés dimensdes (X, y e z) gerando a formacao de
imagens tridimensionais da superficie analisada. A profundidade de campo tem
resolucdo no plano x-y entre 0,1 e 1,0 nm e no eixo z até 0,01 nm, o que determina

uma resolucéo de ordem atdmica (BRINCHI et al., 2013).

A obtencdo das imagens morfologicas, ocorre por intermédio da varredura
sobre a amostra, com 0 mecanismo representado na Figura 39. O microscopio dispde
de um sistema de posicionamento, com ceramicas piezoeletricas, capazes de
percorrerem a amostra nas trés dimensdes, x,y,z, com precisdo de angstrons. Nessa
mesma varredura, ha um sistema de alinhamento com feixe de laser que refletira
sobre o cantilever, sendo o sinal refletido capitado por um fotodetector, que por sua
vez enviara as informacdes de localizacdo ao sistema de realimentacao e controle, de
modo a corrigir a posicdo do cantilever, garantindo assim, tanto seu contato com a
amostra quanto a obtencdo das imagens morfologicas (FERNANDES, FILHO,
MORELLI, 2011).

Figura 39- Diagrama de funcionamento do AFM.
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Fonte: Fernandes, Filho, Morelli, 2011.
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A classificacao dos tipos de modo que o AFM opera deve-se ao tipo de forca
gue atua entre a ponta e a amostra. Se a for¢a atuante é repulsiva (exclusdo de Pauli)
trata-se: modo contato; se for atrativa (van der Waals): modo n&o - contato. Caso o
regime mantenha as forgcas repulsivas e atrativas, chama-se modo intermitente
(ALESSANDRINI, FACCI, 2005).

1.4 Microscopia de Varredura (MEV)

Segundo a literatura, sabe-se que uma das formas convencionais mais antiga
de se examinar algum material refere-se a microscopia 6tica, com resolugdo maxima
determinada pelo limite de difracdo do comprimento de onda da radiag&o incidente,
com aumento maximo de 2000 vezes (DEDAVID, GOMES, MACHADO, 2007).

Nesse sentido, destaca-se a necessidade de técnicas que sejam capazes de
apresentar maiores resolucdes, 0os quais apresentem radiacdo cujo comprimento de
onda deve ser menor que a luz visivel para iluminacdo do material (KESTENBAC,
1994 apud DEDAVID, GOMES, MACHADO, 2007).

E nesse campo, que a microscopia eletronica de varredura (MEV) se apresenta,
como uma técnica versatil e de alta resolucéo (com valores de ordem 2 - 5nm), além
de considerada profundidade de campo, capaz de traduzir informac6es morfologicas
e composicionais de materiais em imagens microscopicas tridimensionais
(NAGATANI et al., 1987; DEDAVID, GOMES, MACHADO, 2007).

A MEV tem sido amplamente empregada em diferentes areas, como
odontologia, ciéncia exatas e biologicas, geologia para andlises de composi¢cdes
guimicas, como também morfolégica, especialmente para amostras soélidas.
(DEDAVID, GOMES, MACHADO, 2007).

O funcionamento do microscopio ocorre mediante aplicacdo de um feixe
elétrons com diametro pequeno, de modo a avaliar a superficie do material, ponto a
ponto, e pelas repeticdes em linha, transmitindo o sinal do detector a tela catédica,
cuja varredura se encontra em sincronia com o feixe incidente. O feixe deve ser
direcionado para analisar a superficie da amostra, por uma malha retangular, pelo

sistema de bobinas de deflexdo, conforme esquematizado na Figura 40.
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Figura 40- Desenho ilustrativo dos componentes basicos do MEV.
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Fonte: Kestenbac, 1994 apud Dedavid, Gomes, Machado, 2007.

Assim, o sinal de imagem é resultante do contato do feixe de elétrons com a
superficie da amostra. Logo, o sinal obtido do detector tem a funcéo de controlar o
brilho do monitor, permitindo a analise. A fonte de elétrons, normalmente utilizada,
consiste em um filamento de tungsténio (W) aquecido, que trabalha com uma faixa de
tenséo entre 1 a 50kV. Com isso, devido a alta tens&o existente entre o filamento e o

anodo, o feixe é acelerado.

Em seguida, o feixe é delineado sobre o material através de trés lentes
eletromagnéticas, com tamanho menor que 4 nm. Em contato com a amostra, o feixe
€ capaz de produzir elétrons e fotons, que sdo recebidos pelos detectores especificos
e traduzidos num sinal de video. Por fim, ao incidir sobre a amostra, ha formacéo de
um volume de interacéo do feixe primario que depende especificamente da tensao de
aceleracéo e do numero atdmico, quando parte dos elétrons sdo separados. Por meio
desse volume, os elétrons e ondas eletromagnéticas formados sao responsaveis pela
formacdo de imagens ou informacbes fisico-quimicas do material (DEDAVID,
GOMES, MACHADO, 2007).

Embora, esta técnica proporcione analises minuciosas dos materiais, com
menores comprimento de ondas, invisiveis a olho nu, ela requer certos tratamentos
de superficies da amostra, especialmente em amostras de carater biolégicas ou
poliméricas, para de fato revelar as informacgdes. O tratamento de superficie consiste
transformar estas amostras em condutoras, impedindo que se acumule elétrons sobre

a superficie, para evitar que estes dificultem a resolugdo das imagens. Com isso, 0
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tratamento ocorre pelo recobrimento da superficie, pela deposi¢ao de ions metélicos,
ouro e platina, por exemplo, conhecido como metalizacdo (CAMARGO, 2016).

1.5 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

A determinagcdo quantitativa da composi¢do quimica de um material, como
interpretar quais elemento quimicos ali se encontram presentes, pode ser obtida pela
técnica de espectroscopia de energia dispersiva (EDS). O EDS tem sua
funcionalidade por meio da medicdo de raios X especificos, sendo estes emitidos
através de um substrato, que é bombardeado por feixes de elétrons.

A analise da técnica ocorre mediante formacao dos espectrdmetros de energia
dispersiva, estes, recebem os raios-X enviados de dispositivos solidos, geralmente,
detectores de silicio dopado com litio, ou por detectores de germanio dopado com litio.
A determinacéo acontece devido os fétons atingirem o detector e ao promoverem a
passagem dos elétrons de Si ou Ge, presentes na banda de valéncia para a banda de
conducéo, resultam em alta condutividade. Logo, a carga elétrica € direcionada ao
pré-amplificador, transformando-se em pulsos, onde sdo amplificados e por fim
enviados a um analisador de multicanais, os quais formam espectros de energia. Ha4
alguns elementos, como hidrogénio, litio e berilio, que n&do sdo identificados pela
técnica, em virtude de seu pequeno numero atémico (GOLDSTEIN, 2003; CAMARGO,
2016).



