UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO TECNOLOGICO
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA E ENGENHARIA DE ALIMENTOS
CURSO ENGENHARIA DE ALIMENTOS

Giulia Valar Martini

PERSPECTIVAS DE REAPROVEITAMENTO DE CELULOSE
BACTERIANA DE KOMBUCHA POR HIDROLISE ENZIMATICA PARA
OBTENCAO DE ACUCARES

Floriandpolis - SC
2022



Giulia Valar Martini

PERSPECTIVAS DE REAPROVEITAMENTO DE CELULOSE
BACTERIANA DE KOMBUCHA POR HIDROLISE ENZIMATICA PARA
OBTENCAO DE ACUCARES

Trabalho de Conclusdo do Curso de Graduacdo em
Engenharia de Alimentos do Departamento de
Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos do
Centro Tecnoldgico da Universidade Federal de Santa
Catarina como requisito para a obtencdo do titulo de
Bacharel em Engenharia de Alimentos.
Orientadora: Prof. Dra. Patricia Poletto
Coorientador: M.Sc. Eduardo Leonarski

Floriandpolis - SC
2022



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Martini, Giulia Valar

Perspectivas de reaproveitamento de celulose bacteriana
de kombucha por hidrélise enzimdtica para obtencido de
acucares / Giulia Valar Martini ; orientadora, Patricia
Poletto, coorientador, Eduardo Lecnarski, 2022.

64 p.

Trabalho de Conclusédo de Curso (graduagdo) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro Tecnolégico,
Graduacdo em Engenharia de Alimentos, Floriandpolis, 2022.

Inclui referéncias.

1. Engenharia de Alimentos. 2. Celulose bacteriana. 3.
Hidrélise enzimatica. 4. Kombucha. I. Poletto, Patricia. II.
Leonarski, Eduardo. III. Universidade Federal de Santa
Catarina. Graduacdo em Engenharia de Alimentos. IV. Titulo.




Giulia Valar Martini

PERSPECTIVAS DE REAPROVEITAMENTO DE CELULOSE
BACTERIANA DE KOMBUCHA POR HIDROLISE ENZIMATICA PARA
OBTENCAO DE ACUCARES

Este Trabalho Conclusdo de Curso foi julgado adequado para obtencéo do Titulo de
“Bacharel” e aprovado em sua forma final pelo Curso de Graduagdo em Engenharia de
Alimentos

Floriandpolis, 22 de marco de 2022.

Documento assinado digitalmente

Joao Borges Laurindo

Data: 30/03/2022 16:00:21-0300

CPF: 052.167.828-50

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Jodo Borges Laurindo
Coordenador do Curso

Banca Examinadora:

Documento assinado digitalmente

Patricia Poletto

Data: 30/03/2022 11:51:14-0300

CPF: 004.869.830-05

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Profé. Patricia Poletto, Dr?.
Orientadora
Universidade Federal de Santa Catarina

Documento assinado digitalmente

Marco Di Luccio

Data: 31/03/2022 11:06:43-0300
CPF:016.865.237-42

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Marco Di Luccio, Dr.
Avaliador
Universidade Federal de Santa Catarina

Documento assinado digitalmente

LAUREN BERGMANN SOARES

Data: 31/03/2022 16:13:24-0300
CPF:068.519.509-01

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Lauren Bergmann, M.Sc.
Avaliadora
Universidade Federal de Santa Catarina



Este trabalho é dedicado aos amigos e a minha familia, que me

apoiam e incentivam todos os dias.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de comegcar agradecendo minha familia, por todo o apoio e suporte. A minha
mée, Grasiele Valar Martini, por todo o amor e carinho fornecido. Ao meu pai, Eduardo Luiz
Martini, pelo companheirismo e incentivo todos os dias. Ao meu irmdo, Bruno Valar Martini,
por ser meu parceiro nas horas mais dificeis nesse periodo.

Ao meu namorado, Yago, por toda a forca, apoio e carinho dedicados, além da
compreensdo e paciéncia nessa jornada.

Aos meus amigos queridos da faculdade, especialmente ao Kaué Vettorazzo Pigozzi,
por todo o incentivo e companheirismo durante a trajetoria da faculdade. As minhas amigas de
infancia, Camila e Leticia, por me acompanharem sempre.

A minha orientadora, Prof* Dra. Patricia Poletto, pela confianca e por todos o0s
ensinamentos e auxilio nesse trabalho. Ao meu coorientador, M.Sc. Eduardo Leonarski, por me
acompanhar nas atividades do laboratorio e estar sempre disponivel para me ajudar.

Ao Prof. Dr. Marco Di Luccio e a M.Sc. Laura Bergmann, por aceitarem fazer parte
da banca e contribuir ainda mais para esse trabalho.

Ao LIiEB, por conceder o espaco para realizar a pesquisa e a Pod Kombucha, por
fornecer a matéria prima.

A Universidade Federal de Santa Catarina e a todos os professores que proporcionaram

conhecimento para minha formacdo em Engenharia de Alimentos.






RESUMO

A kombucha é uma bebida adocicada a base de cha fermentado, e uma cultura simbidtica de
bactérias e leveduras (SCOBY) € responsavel pelo processo de fermentacdo. O aumento global
da producéo de kombucha vem crescendo a um CAGR (taxa de crescimento anual composta)
de 22,5%, e consequentemente a producao de celulose bacteriana aumenta. Com isso, boa parte
do SCOBY ¢ descartado inadequadamente, fazendo com que cientistas busquem alternativas
para o reaproveitamento do biofilme. Neste trabalho, foi feito um levantamento das principais
alternativas que estdo sendo estudadas para 0 SCOBY, como aplicagdo na industria alimenticia,
industria téxtil e da moda, engenharia de tecidos e aplicacdes biomédicas. O presente trabalho
propde como alternativa a hidrolise enzimatica da celulose bacteriana de kombucha para
obtencdo de acucares. O SCOBY, concedido pela indastria Pod Kombucha, foi seco e
purificado para analises. Concluiu-se que a matéria prima se trata de uma celulose do tipo | e
com uma cristalinidade alta de 88,27%. Os produtos da hidrolise da celulose bacteriana
realizada em trés diferentes concentracoes 2%, 3% e 4% (m/v) foram analisados em HPLC. Os
resultados mostraram que, a partir da celulose de kombucha, pode-se obter celobiose e glicose,
com concentracgdes iguais a 11,28 g/L e 3,55 g/L, respectivamente, ap6s 72 h de reacdo a 4%
(m/v) de celulose bacteriana. Apesar de uma producéo de acUcares satisfatdria, a conversao da
celulose foi baixa (34,78%) em 4% (m/v) de celulose bacteriana, sendo o maior rendimento em
2% (m/v) (40,44%). Apesar disso, a celulose bacteriana de kombucha apresentou potencial para
a producdo de acucares, principalmente celobiose que pode ser usado como agente prebidtico.

Palavras-chave: Kombucha, celulose bacteriana, hidrolise enzimatica, celobiose, glicose.



ABSTRACT

Kombucha is a sweet fermented tea-based drink, and a symbiotic culture of bacteria and yeast
(SCOBY) is responsible for the fermentation process. The global increase in kombucha
production is growing at a CAGR (compound annual growth rate) of 22.5%, and consequently
bacterial cellulose production increases. As a result, much of the SCOBY is inappropriately
discarded, causing scientists to look for alternatives to reuse the biofilm. In this work, a survey
was made of the main alternatives that are being studied for SCOBY, such as application in the
food industry, textile and fashion industry, tissue engineering and biomedical applications. The
present work proposes as an alternative the enzymatic hydrolysis of bacterial cellulose from
kombucha to obtain sugars. The SCOBY, awarded by the Pod Kombucha industry, was dried
and purified for analysis. It was concluded that the raw material is a type | cellulose with a high
crystallinity of 88.27%. The products of bacterial cellulose hydrolysis performed at three
different concentrations 2%, 3% and 4% (w/v) were analyzed on HPLC. The results showed
that, from kombucha cellulose, cellobiose and glucose can be obtained, with concentrations
equal to 11.28 g/L and 3.55 g/L, respectively, after 72 h of reaction at 4% (w /v) of bacterial
cellulose. Despite a satisfactory sugar production, the cellulose conversion was low (34.78%)
at 4% (w/v) of bacterial cellulose, with the highest yield at 2% (w/v) (40.44%). Despite this,
bacterial cellulose from kombucha showed potential for the production of sugars, mainly
cellobiose, which can be used as a prebiotic agent.

Keywords: Kombucha, bacterial cellulose, enzymatic hydrolysis, cellobiose, glucose.
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1 INTRODUCAO

Kombucha é uma bebida fermentada de sabor adocicado, refrescante e levemente
carbonatada. E obtida através da respiracio aerobia e fermentacio anaerdbia, onde a cultura
simbidtica de bactérias e leveduras (SCOBY) é responsavel pelo processo de fermentacéo, e 0
chd verde ou preto (Camellia sinensis) é o extrato para a fermentagdo da bebida
(CHAKRAVORTY et al., 2016). Suas caracteristicas sensoriais podem variar de acordo com a
combinacdo dos ingredientes, dependendo de fatores como o tempo e temperatura de
fermentagdo, microrganismos presentes no SCOBY, assim como sua localizagdo geogréfica e
climética (GAGGIA et al., 2019).

A fermentacdo da kombucha é uma combinacdo de trés vias metabolicas (alcodlica,
latica e acética), e é considerada uma das principais etapas da sua producéo. E na fermentacéo
que ocorre a liberacdo de componentes como acido acético, gluconico e o etanol provenientes
da fase liquida fermentada, assim como o desenvolvimento do biofilme celulésico onde
microrganismos ficam aderidos. Esse biofilme, tradicionalmente chamado de SCOBY “filho”,
é comumente utilizado como in6culo em futuras fermentacdes de kombucha, sendo originado
pelo alargamento do SCOBY “mée”, indculo proveniente de uma kombucha pré-fermentada
(NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017).

O biofilme celulésico gerado pela fermentacdo da kombucha é composto por fibrilas
de celulose pura (DIMA et al., 2017). Sua producdo é influenciada pela fonte de carbono
utilizada no meio, além da composicdo microbiana do SCOBY. A celulose bacteriana possuli
propriedades Unicas como alta cristalinidade, resisténcia a tragdo e ser muito insoltvel. Fazendo
uma comparacdo com a celulose vegetal, esta possui lignina, pectina e hemicelulose em sua
composicdo, necessitando de tratamentos altamente poluentes para sua utilizacdo. A celulose
bacteriana, por ndo conter esses compostos, possui um potencial econémico muito interessante,
visto que sua rede de fibras é mais fina e menos rigida, sendo portanto considerada mais
ecologica (KESHK, 2014).

Por conta dos inumeros relatos de efeitos benéficos para a salide como alta atividade
antioxidante, hepatoprotetora e anticincer (MORALES, 2020), e por ser uma bebida
refrescante, a kombucha tem se tornado muito popular em ambito mundial. Apesar de sua
origem se datar ha mais de 2 milénios no continente asiatico, o cha vem ganhando espacgo no

mercado, principalmente, devido as mudancas alimentares e aumento da renda da populacéo.



A previsdo é de que ocorra um aumento no consumo e producdo de cerca de 25,9% nos
préximos 5 anos de acordo com o Expert Market Research (2021).

Diante desse aumento na producdo da bebida, a producdo de celulose
consequentemente aumenta e a procura por métodos de reaproveitamento do biofilme esta
crescendo. Diversas alternativas para o uso da celulose vém sendo estudadas, como adsorvente
nos processos de biossorcdo de metais, suplementacao de racdo animal, eletrdnicos ecoldgicos
(HOPFE et al., 2017), inddstria alimenticia (BASAK, 2015), aplicacGes biomédicas (ZHU et
al., 2014), industria téxtil e da moda (ROSA, 2019). No presente trabalho, um levantamento
das perspectivas de reaproveitamento da celulose bacteriana de kombucha ¢ feita de acordo
com a literatura.

Uma alternativa que vém se mostrando promissora € a hidrdlise enzimatica da celulose
bacteriana, visto que oligossacarideos benéficos para a saide podem ser um dos produtos dessa
reacdo. Dito isso, 0 objetivo principal do trabalho foi analisar os produtos da hidrdlise
enzimatica de celulose bacteriana de kombucha (SCOBY) fornecida por uma empresa de Itajai
(Santa Catarina). Apos a purificacdo da celulose, analises fisico-quimicas foram realizadas a
fim de caracteriza-la e compara-la com celulose produzida em laboratério. Durante a hidrolise,
analises de concentracdo de celobiose e glicose foram realizadas para avaliar a taxa de
conversdo da celulose principalmente em celobiose, o qual € um oligossacarideo com potencial

atividade prebidtica.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a converséo da celulose bacteriana de kombucha por hidrolise enzimatica para

obtencéo de oligossacarideo (celobiose) como uma alternativa de reaproveitamento.

1.1.2 Objetivos Especificos

Para que o objetivo geral seja alcancado, os seguintes objetivos especificos foram

definidos:
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- Caracterizar propriedades fisico-quimicas da celulose bacteriana obtida da industria e
comparar com celulose produzida em laboratdrio;

- Avaliar a hidrélise enzimatica em diferentes concentraces de celulose bacteriana como
substrato para producdo de celobiose como produto principal;

- Analisar o rendimento de converséo da celulose em celobiose e glicose.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DEFINICAO DE KOMBUCHA

A kombucha, segundo a Instrucdo Normativa n° 41, de 17 de setembro de 2019 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), é uma bebida fermentada com
sabor adocicado resultante da respiracdo aerdbia e fermentacao anaerdbia do mosto obtido pela
infusdo ou extrato do cha verde ou preto (Camellia sinensis) (BRASIL - MAPA, 2019), com a
adicdo de acucar e de uma cultura simbiética de bactérias e leveduras, chamada de SCOBY,
responsavel pelo processo fermentativo (BARBOSA et al., 2021; SOARES; DE LIMA;
REOLON SCHMIDT, 2021).

Produzida apenas com ingredientes naturais, a kombucha pode variar em relagdo as
caracteristicas sensoriais, visto que ela depende da combinacdo dos ingredientes. Sua
composicdo quimica depende de fatores como o tempo e temperatura de fermentacdo,
concentracdo de substrato, fonte do indculo; e sua composi¢do microbiana também pode sofrer
alteracOes de acordo com a localizagdo geografica, clima e da espécie das bactérias e leveduras
(VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

Apesar de algumas variages, a producdo tipica é feita com a fermentacdo do Camellia
sinensis por aproximadamente 5 minutos, adicionado de sacarose como fonte de carbono da
solucéo, e resfriado a uma temperatura de aproximadamente 20 °C (JAYABALAN et al., 2014).
Em seguida, inocula-se com a cultura simbi6tica, sendo um parte do indculo composto pela
celulose bacteriana ou “SCOBY-mae”, e a outra parte pela fracdo liquida proveniente de uma
producdo anterior (MAY et al., 2019). A fracdo liquida do inéculo também auxilia na reducéo
do pH inicial, capaz de inibir o crescimento de microrganismos contaminantes
(VILLARREAL-SOTO et al., 2018). A cultura € fermentada por 10 a 15 dias, sendo essencial
0 ndo prolongamento da fermentacdo devido a tendéncia de desenvolvimento de sabor &cido na
bebida (LEONARSKI, 2020).

2.1.1 Historico e futuro da Kombucha

Atualmente, a kombucha vém se tornando muito popular no mundo por ser uma bebida
de alta aceitacdo sensorial, refrescante e levemente carbonatada. Apesar disso, ela ja existe ha
mais de dois milénios e surgiu no nordeste da China como um cha fermentado (JAYABALAN;
MARIMUTHU; SWAMINATHAN, 2007). Segundo Jayabalan et al. (2014), a bebida foi
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primeiramente valorizada na regido chinesa por suas propriedades desintoxicantes e
energizantes, sendo descoberta cerca de 220 a.C..

Hoje, devido principalmente a mudanca de habitos alimentares, urbanizacdo e aumento
da renda, a bebida é vendida em diversas regides. Segundo a Expert Market Research de 2021,
0 mercado global da kombucha atingiu um valor de US$ 2,15 bilhdes em 2020, crescendo a
uma taxa de crescimento anual composta (CAGR) de 22,5% em 4 anos. Para 0s proximos 5
anos, a previsdo dos cientistas ¢ de um CAGR de 25,9% no periodo 2021-2026, atingindo um
valor de U$6,83 bilhdes em 2026.

2.2 PROCESSO FERMENTATIVO

A fermentacdo da kombucha é uma combinacdo de trés vias: alcoolica, lactica e
acetica. Isso se deve ao fato de que no liquido simbidtico coexistem diferentes bactérias e
leveduras que geram diferentes produtos, portanto qualquer mudanca nas condicbes de
fermentagao pode alterar o produto (VILLARREAL-SOTO et al., 2018). A Figura 1 mostra um
esquema da elaboracdo da kombucha e a importancia dos parametros da fermentacdo nesse

processo.

Figura 1: Processo de elaboragcdo da kombucha.

100 °C
Infusao do cha a 0,5% m/v Substrato agucar € dissolvido na bebida quente
5a 10 min
\J
SCOBY (4% miv) € uma parte da kombNucha Folhas de cha sao filtradas e a bebida é
preparada previamente (10% viv) sao resfriada a temperatura ambiente
adicionados como inéculo
Y
25-30°C Pelicula formada é removida (SCOBY "filho"),

Fermentagao porcéo liquida € filtrada e a bebida esta pronta

para consumao

7 - 15 dias

Fonte: Adaptado de (WATAWANA et al., 2015).

Apos a filtragdo da porgdo liquida, ainda é possivel fazer uma segunda fermentacao

adicionando-se 50% da kombucha que foi fermentada anteriormente e 50% de suco de fruta.



Essa fermentacdo deve ser feita em um recipiente fechado para que haja a producdo de gés e
por um periodo de 2 a 4 dias (LEONARSKI, 2020).

Segundo Villarreal-Soto (2018), a kombucha é composta por duas fases, sendo elas
um biofilme flutuante (SCOBY) e a fase liquida acida fermentada, que possui como principais
componentes o &cido acético, acido glucénico e o etanol. No inicio do processo de fermentacéo,
as leveduras atuam na hidrolise da sacarose em glicose e frutose, além da producéo de etanol e
gas carbonico. Ja as bactérias acéticas produzem o &cido acético que provém da frutose e o0
acido glucdnico e glucurdnico proveniente da glicose. Conforme a fermentacgéo vai avangando,
a acidez do caldo aumenta devido a producdo de &cidos organicos, assim como 0 aumento de
bolhas pela producédo de gas carbonico ( WATAWANA et al., 2015).

Sabe-se que muitos fatores influenciam a fermentacdo e podem consequentemente
alterar a qualidade do produto final. Sua composicédo quimica depende principalmente do tempo
e temperatura de fermentagcdo, concentracdo de substrato (sacarose), pH, além da sua
composigdo microbiana (VILLARREAL-SOTO et al., 2018). Na Tabela 1 sdo apresentados 0s
parametros utilizados na fermentacéo de kombucha de acordo com a literatura.

Diversos estudos como o de Goh et al. (2012) e Vohra et al. (2019) comprovaram o
fato de que, quando se utiliza a sacarose para a fermentagdo do cha, a kombucha acaba tendo
melhores resultados de atividade antioxidante, antimicrobiana, maior produc¢éo de acido acético
e menores valores de pH. Ja o pH, o qual tende a baixar nos primeiros dias de fermentacéo, esta
ligado diretamente com a seguranca contra o crescimento de microrganismos patdégenos
(JAYABALAN; MARIMUTHU; SWAMINATHAN, 2007). O tempo e a temperatura de
fermentacdo podem variar entre 7 a 60 dias e 20 a 30 °C, respectivamente. Porém, pela Tabela
1, é possivel perceber que o tempo mais comum de producéo entre os trabalhos avaliados esta
na média de 15 dias e a temperatura por volta de 25 °C.

Finalmente, um dos fatores que mais influencia a fermentacdo da kombucha é a sua
composicdo microbiana. Diferentes leveduras e bactérias podem ser encontradas no SCOBY,
influenciando a cinética de fermentacdo, bem como os produtos liberados (MAY et al., 2019;
VILLARREAL-SOTO et al., 2019).

Tabela 1 — Par@metros da fermentacdo de kombucha preparada com ché verde e cha preto

(Camelia Sinensis).
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Temperatura
~ Sacarose  Tempo de
. Concentragéo . . . ~ de A
Chéa d . inicial  fermentacgdo x Referéncia
e cha (g/L) . fermentacao
(g/L) (dias) (°C)
(MALBASA;
Cha preto 1,5 70 14 22 LONCAR;
DJURIC, 2008)
(TEOH;
Ché preto 54 100 14 20-22 HEARD; COX,
2004)
(VILLARREA
Ché preto 10 70 15 25 L-SOTO et al.,
2020)
(VILLARREA
Cha preto 10 70 21 25 L-SOTO et al.,
2019)
(TORAN-
Ché preto 8 90 20 30 PEREG et al.,
2021)
. (RAHMANI et
Cha preto 10 70 14 25 al., 2019)
(OLIVER-
Cha preto 10 60 14 Ambiente  ORTEGA- etal.,
2021)
(BERTSCH;
. . ETTER;
Ché preto 6 100 10 Ambiente FISCHER.
2021)
(AVCIOGLU;
BIRBEN,;
Ché preto 7,5 40 10 30 SEYIS
BILKAY,
2021)
Ché preto e (JAKUBCZYK
verde 8 100 14 26+1 etal., 2021)
. (ZOU et al.,
Cha preto 6 80 14 28 2021)
(JAYABALAN
Ché verde e 12 100 18 24+ 3 MARIMUTHU
preto ;
SWAMINATH
AN, 2007)
. . (URRUTIA et
Cha verde 15 50 15 Ambiente al., 2021)
Ché preto 1 100 7 28 (TUetal,

2019)



(EBRAHIMI
Ché preto 10 20 30 Ambiente PURE et al.,
2017)

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

2.2.1 Composi¢ao microbiana

Diversos estudos mostram que a composi¢do microbioldgica do SCOBY pode variar
durante as fermentagdes. 1sso porque depende de fatores como a origem, clima, localizagéo
geogréfica e 0 meio utilizado para a fermentacdo (WATAWANA et al., 2015). Apesar disso,
sabe-se que as bactérias mais abundantes na cultura simbiotica pertencem aos géneros
Acetobacter e Gluconobacter (MACEDO et al., 2020), sendo que a responsavel pela producéo
da pelicula de celulose é a Gluconacetobacter xylinus/ Komagataeibacter xylinus (SANTOS,
2016). Ainda segundo Santos (2016), os microrganismos que dominam o inicio da fermentacéo
da kombucha s&o as bactérias do acido acético e as leveduras osmofilicas.

De acordo com Zhu et al. (2014), as bactérias laticas podem chegar em até 35% da
composi¢do da cultura. Além disso, observou-se que o Lactobacillus prevalece em maior
quantidade nas Ultimas fases da fermentacdo (MAY et al., 2019). A Tabela 2 mostra as
principais bactérias e leveduras presentes na kombucha de acordo com as referéncias da

literatura.

Tabela 2 — Microrganismos presentes na kombucha

Microrganismo Género e espeécie Referéncia
Bacteria Gluconacetobacter hansenii (COSTA etal., 2017)
Komagataeibacter xylinus (CHINA et al., 2021)

Komagataeibacter saccharivorans (AVCIOGLU; BIRBEN;
SEYIS BILKAY, 2021)

Komagataeibacter hansenii, K. (BARBOSA et al., 2021)
europaeus e K. xylinus
Komagataeibacter rhaeticus (GUPTE et al., 2021)
Gluconobacter oxydans (HARRISON; CURTIN,

2021)
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Gluconacetobacter europaeus, (COTON etal., 2017)
Gluconobacter oxydans, G.

saccharivorans e Acetobacter

peroxydans
Levedura Brettanomyces bruxellensis e (AVCIOGLU; BIRBEN;
Brettanomyces anomalus SEYIS BILKAY, 2021)
Dekkera bruxellensis, D. anomala, (COTON et al., 2017)

Zygosaccharomyces bailii e

Hanseniaspora valbyensis

Zygosaccharomyces bailli, (HARRISON; CURTIN,
Rhodotorula mucilaginosa e 2021)
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomycodes ludwigii, (MALBASA; LONCAR;
Saccharomyces cerevisiae, DJURIC, 2008)

Saccharomyces bisporus, Torulopsis

sp. e Zygosaccharomyces sp

Brettanomyces bruxellensis (HARRISON; CURTIN,
2021)

Zygosaccharomyces bailii, (TEOH; HEARD; COX,
Schizosaccharomyces pombe, 2004)

Torulospora delbreuckii, Candida
stellata

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

2.3 FORMACAO DA CELULOSE BACTERIANA

O biofilme formado durante a fermentacdo de kombucha € constituido de fibras de
celulose sintetizadas por bactérias, geralmente descrito como um “tapete” fingico quando
cultivado em condicg0es estaticas e chamado de SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and
Yeasts) (MACEDO et al., 2020).

Esse filme gelatinoso mantém aderidas em suas fibras a grande maioria das bactérias
produtoras de celulose, e por isso é geralmente usado como inoculo para facilitar a producéo de
um segundo biofilme celuldsico espesso na interface ar-liqguido (LAAVANYA; SHIRKOLE;
BALASUBRAMANIAN, 2021). O biofilme que contém os microrganismos iniciais € chamada



de “SCOBY mae”, sendo utilizada como in6culo para iniciar a fermentacéo, e a nova pelicula
formada é chamada de “SCOBY filho” (LEONARSKI, 2020). Na Figura 2, é possivel visualizar
0 processo fermentativo utilizando a celulose, no qual o SCOBY mée proveniente de uma

kombucha pré-fermentada a concentracao de 2,5-5% (m/v) é utilizada para a fermentac&o.

Figura 2 - Formagéo do SCOBY filho a partir de um SCOBY maée na fermentagéo da kombucha.

-—-_’_’ — Fechamento com material poroso

AR

- —» SCOBY mie

—P Extrato acucarado e acidificado

= =P Inicio da formagio do SCOBY filho

- — SCOBY mie

- ————p SCOBY mae se deposita no fundo

Fonte: Adaptado de Leonarski et al., (2020).

Illana (2007) aponta que o crescimento do consércio de bactérias e leveduras induz o

crescimento de novas membranas mais espessas, assumindo a forma do recipiente em que a
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bebida é preparada e aumentando o efeito simbidtico entre os microrganismos. Além disso,
segundo Chen e Liu (2000), a contagem das leveduras e células bacterianas aumenta até 14 dias
de fermentacdo tanto nos SCOBY (mae e filho) quanto no caldo. Reiss (1994) relata que a
concentracdo de bactérias de acido acético é maior na parte superior da camada de celulose,
pois esta mais exposta ao oxigénio do que a superficie em contato com o caldo. Essa camada
de celulose acaba protegendo também as leveduras da agdo do oxigénio, uma vez que essas
ficam alojadas na parte inferior do filme, permitindo a realizacdo da anaerobiose.

De acordo com China et al. (2021), a producao de celulose bacteriana tem influéncia
principalmente de dois fatores. O primeiro é a fonte de carbono utilizada no meio, no entanto
fontes de carbono puro podem aumentar o custo de produgdo, tornando O processo
insustentavel. J& o segundo ponto, esta relacionado a capacidade do microrganismo de crescer
e produzir a celulose bacteriana nas condi¢des selecionadas, em que como exemplo podemos
citar as habilidades das cepas pertencentes ao género Komagataeibacter presentes em culturas
usadas em kombuchas (TEOH; HEARD; COX, 2004).

Devido a espessura fisica do biofilme, a camada polimérica pode inibir a difuséo de
células invasoras, que pelo acesso aos agucares livres presentes na solucdo da bebida podem
levar a producao de compostos indesejados, como bactérias toxicas a saude (MAY et al., 2019).
Além disso, a celulose pode fornecer o armazenamento de recursos, atuando como reservatorio
de carbono (FLEMMING; WINGENDER, 2010), polissacarideos (LIMOLI; JONES;
WOZNIAK, 2015) e outras moléculas benéficas para o crescimento das bactérias associadas a
kombucha.

Segundo Costa (2017), a celulose possui propriedades Unicas como alta cristalinidade,
resisténcia a tracdo e serinsollvel, tendo um alto grau de polimerizacéo, e, se comparado com
as fibras de celulose originadas de plantas, é considerada 100 vezes mais fina. Uma imagem

microscopica das fibras de celulose bacteriana pode ser vista na Figura 3.

Figura 3 - Imagem microscépica das fibras de celulose bacteriana. A figura "a" indica a parte
inferior que esta em contato com o liquido, e a figura "b" indica a parte superior em contato
com o ar.



Fonte: Adaptado de (LEONARSKI et al., 2021a).

2.3.1 Composicao bioquimica da celulose

A composicdo bioquimica do biofilme de celulose bacteriana de kombucha foi
estudada por Ahmed e Dirar (2005) para avaliar seu valor nutritivo e suas possiveis aplicacdes.
O estudo revelou que a celulose do cha possui na sua composicao proteina bruta, fibra, lipidio
bruto, acido félico e fibras (representada pela prépria celulose). Moléculas como potassio,
foésforo, célcio e magnésio também foram encontradas em estudos realizados por Murugesan
(2005) e colaboradores.

A composicdo bioguimica do biofilme também foi analisada por Jayabalan et al.,
(2010), e tracos de sodio, ferro, manganés, zinco e cobre foram encontrados. Além disso, 0s
autores verificaram que a celulose era rica em aminoécidos como lisina, proteina e lipidio na
forma bruta, porém em porcentagens diferentes dos outros estudos, como por exemplo o
aminoacido lisina estava presente em alta concentragdo quando comparado a outros autores.
Isso ocorre devido a variagdo de fontes e regifes de origem, que podem revelar a variagcdo na
composicao de cada componente (AHMED; DIRAR, 2005).

2.3.2 Estrutura molecular

A celulose bacteriana é muito comparada com a celulose vegetal por possuirem a
mesma estrutura quimica, variando nas propriedades fisicas e quimicas (LAAVANYA,
SHIRKOLE; BALASUBRAMANIAN, 2021). A celulose vegetal, por mais que seja usada para
diversas aplica¢Oes industriais, possui a desvantagem de estar associada a compostos como
lignina, hemicelulose e pectina, necessitando de tratamentos altamente poluentes para sua
utilizacdo. A celulose bacteriana, por ser produzida de uma maneira diferente e ndo possuir
esses compostos em sua estrutura, possui um potencial econdmico muito interessante, visto que
ndo possui uma rede de fibras tdo rigida (KESHK, 2014).
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A estrutura € composta por moléculas de celulose que se combinam e formam uma
rede de microfibras interligadas por ligacbes de hidrogénio (MOHITE; PATIL, 2014). Cada
célula unitaria da celulose é formada por duas celobioses, um dimero formado pela ligacao de
duas unidades anidras de D-glicose por 3-1-4 unidades de ligacdo com grau de polimerizagdo
variado. O grau de cristalinidade da celulose bacteriana esta relacionado a fracéo das moléculas
ordenadas (regido cristalina) em relacdo a menos ordenada (regibes amorfas) (REINIATI,
2017). A regido amorfa € a parte mais vulneravel da molécula por ser mais flexivel, dando
maior abertura para 0 acesso das celulases, enzimas hidroliticas que provocam a quebra da
celulose. Ja a regido cristalina € altamente ordenada, sendo mais resistente a tracdo e ao ataque
das enzimas (ALVES, 2021).

Como citado anteriormente, a celulose bacteriana € mais cristalina quando comparada
a vegetal, por conta da estrutura tridimensional que constitui um sistema de nanofibras
orientadas uniaxialmente, que ndo ocorre na celulose vegetal. A estrutura de fibras de celulose
vegetal e bacteriana estdo mostradas na figura 4. A cristalinidade e alta resisténcia mecanica
podem ser justificadas pelas ligacdes de hidrogénio que mantém as cadeias de celulose unidas
e favorecem uma alta retencdo de dgua (CZAJA et al., 2006). Por esses e tantos outros motivos,

alternativas para o uso da celulose bacteriana vém sendo estudadas.

Figura 4 - Estrutura das fibras de celulose obtidas por Microscopia Eletrénica de Varredura,
onde "PC" corresponde a celulose vegetal e "BC" a celulose bacteriana.

Fonte: Ul-Islam et al., (2019).



2.3.3 Aplicacg0es da celulose bacteriana

A celulose bacteriana esta passando por uma transicdo tecnoldgica, em que antes era
considerado um residuo sem valor agregado e agora é uma fonte promissora no
desenvolvimento de novos materiais.

Pesquisas e experimentos de pequena escala estdo sendo realizados para validar a
eficiéncia do uso da celulose bacteriana, apds purificacdo e caracterizacdo do biofilme
(LAAVANYA,; SHIRKOLE; BALASUBRAMANIAN, 2021). Alguns exemplos de aplicac6es
estdo mostrados na Figura 4, como reutilizacdo em cosméticos, industria téxtil e alimenticia.
Além disso, devido aos danos causados ao meio ambiente por processos industriais e geracao
de residuos, ha um interesse por biotecnologias como alternativa aos processos tradicionais
(SOARES; DE LIMA; REOLON SCHMIDT, 2021).

Figura 5 - Diferentes aplicacdes da celulose bacteriana produzidas em kombucha.
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Fonte: Adaptado de (LAAVANYA; SHIRKOLE; BALASUBRAMANIAN, 2021).

2.3.3.1 Adsorvente e eletrdnicos ecoldgicos

A celulose bacteriana pode ser utilizada no processo de biossorcdo de metais pesados
em aguas residuais. A relacéo da funcéo adsorvente com a area alimenticia consiste no fato do
biofilme ser frequentemente utilizado para adsorver os metais presentes em bebidas embaladas,
produzindo assim uma bebida segura ao consumo humano (LAAVANYA; SHIRKOLE;
BALASUBRAMANIAN, 2021). Estudos realizados por lIzah et al. (2017) relataram a
ocorréncia de quantidades pequenas de ions metélicos devido a lixiviacdo de latas, podendo ser

justificada também pela utilizacdo de agua fluvial durante a producéo da bebida.



Pelo fato da celulose bacteriana ser porosa e possuir caracteristicas adsortivas, ela
também pode ser utilizada como um aditivo condutor de corrente elétrica. Segundo Kalaiappan
etal., (2020), o consadrcio microbiano presente na celulose pode degradar os elementos de terras
raras (REE), sendo usado como agente de lixiviacdo, produzindo acidos e outros metabdlitos

de uma maneira mais ecoldgica que a tradicional.

2.3.3.2 Industria alimenticia

Na industria alimenticia, o biofilme celulésico pode ser utilizado para fins comestiveis
e ndo comestiveis. Murugesan (2005) e colaboradores analisaram a utilizacdo da celulose
bacteriana como suplementagdo na alimentagdo de frangos de corte, adicionado a farinha de
frango em diferentes concentracdes. Apds algum tempo, observou-se que a adi¢do da celulose
na racdo aumentou a frequéncia de alimentacéo e ingestdo de agua pelos frangos, aumentando
assim o peso e eficiéncia. Isso se deve pelo biofilme ser rico em nutrientes, fornecendo energia
aos frangos sem apresentar taxa de mortalidade, podendo-se concluir entdo sua eficiéncia como
suplemento alimentar devido a taxa de absorcdo da celulose (BASAK, 2015).

Além disso, a celulose bacteriana pode ser utilizada como material para embalagem
de alimentos, por ser um composto biodegradavel e substituto do plastico. Por mais que a
celulose possa manter a qualidade dos alimentos embalados respeitando o shelf life, a maior
dificuldade enfrentada é o controle da umidade dos alimentos, sendo uma das limitacdes para a
continuidade desse estudo, visto que o biofilme possui uma alta retencdo de agua
(LAAVANYA,; SHIRKOLE; BALASUBRAMANIAN, 2021). Apesar disso, a propriedade
antioxidante do biofilme é analisada nos estudos para embalagens e, portanto, é um potencial

material para a fabricacdo de embalagens em contato com alimentos.

2.3.3.3 Desenvolvimento de biomateriais e inddstria da moda

O material resultante da fermentacdo da kombucha tem sido usada na industria da
moda para produzir couro vegano. O couro tem sido utilizado na producéo, tratamento e
fabricacdo de roupas, sapatos, joias e bolsas, porém sua producdo em larga escala ainda é
limitada (SOARES; DE LIMA; REOLON SCHMIDT, 2021). A limitacdo é ocasionada pelo
aroma adocicado, que remete a producao de cerveja artesanal, e alta absor¢do de agua, fazendo

com que esses desafios inviabilizam a producdo industrial do couro vegano (ROSA, 2019).
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O principal objetivo dos designers da industria téxtil é experimentar o uso da celulose
bacteriana na substitui¢do de tecidos ndo biodegradaveis, como poliésteres e polipropileno, e
assim produzir roupas ecologicas. Vale destacar que, assim como 0 couro animal, 0 couro
vegano também precisa ser revestido. Portanto, a celulose bacteriana tende a ser revestida com
plastificantes e utilizada na fabricacdo de vestuéarios para o desenvolvimento de roupas
sustentaveis (LAAVANYA; SHIRKOLE; BALASUBRAMANIAN, 2021).

Outro ponto interessante para avaliar € a influéncia da temperatura na fabricacdo de
roupas com a celulose bacteriana oriunda da fermentacdo da kombucha. O SCOBY ¢ sensivel
as temperaturas do processo de secagem utilizado para a producéo téxtil, e baixas temperaturas
tornam o tecido quebradico. Também vale destacar a intencdo de compra de roupas
sustentaveis, em gue a consciéncia social € importante para o crescimento do setor (SOARES;
DE LIMA; REOLON SCHMIDT, 2021).

2.3.3.4 Qutras aplicacdes

Além de estudos da aplicacdo da celulose bacteriana estarem sendo feitos em maior
quantidade nas areas da industria alimenticia, téxtil e eletrdnica, diversas outras pesquisas tém
sido realizadas para verificar a viabilidade do uso do biofilme em diferentes setores. Um deles
é em aplicacdes biomédicas, onde a estabilidade mecénica da celulose da kombucha é um dos
motivos para analisar sua participacdo na preparacdo de condutos nervosos devido a sua
natureza biocompativel (ZHU et al., 2014). Com esse estudo, foi possivel observar a boa
biocompatibilidade e quantidade insignificante de efeitos tdxicos e histoldgicos no biofilme.

Outras aplicabilidades que estdo sendo investigadas € no design de arquitetura de
interiores, em que a celulose foi utilizada para fazer protétipos de ldmpadas devido a sua
capacidade de resisténcia ao calor, substituindo lampadas de plastico (FAIDI, 2017).

Segundo estudos realizados por Shanmugavel (2020) e colaboradores, nanoparticulas
de prata foram preparadas com extrato do SCOBY da kombucha e testadas em diferentes células
de cancer de mama humano, confirmando uma alta atividade antibacteriana do SCOBY por ser
eficaz no tratamento cancerigeno.

Ainda na area médica, o biofilme foi testado como curativo para feridas por EI-Wakil
et al. (2019). Logo apos o SCOBY ser cultivado em extrato de ch4, ele é cultivado em extrato
de cafe para estudar sua preservacdo e liberacdo de materiais que possam contribuir para a
cicatrizacdo de feridas. Com isso, confirma-se ainda mais o poder antibacteriano do biofilme e

a absorcéo dos exsudados da ferida.



Dito isso, a celulose bacteriana é vista como um material de alto potencial ecoldgico
por ser sustentavel e biodegradavel. As pesquisas realizadas até 0 momento estéo voltadas para
estudos piloto em baixa escala, com experimentos preliminares de sua utilizacgdo como
alternativa sustentdvel em diversas aplicacfes. Porém, é necessario a realizacdo de mais
pesquisas para compreender sua capacidade ampliada, sendo considerada um desafio entre o0s
pesquisadores desvendar as aplicagdes do SCOBY.

Uma alternativa promissora que pode ser destacada é a hidrolise da celulose bacteriana
para a obtencdo de oligossacarideos. Poucos trabalhos sdo encontrados na literatura sobre a
hidrélise de celulose (vegetal) para producdo de oligossacarideos de celulose (AVILA et al.,
2021) e nenhum trabalho até o momento foi encontrado sobre a hidrélise de celulose bacteriana
originada da kombucha com esse foco. O principal tipo de hidrélise que vém sendo estudado
por pesquisadores é a hidrolise enzimatica, devido a maior seletividade a producdo de

oligossacarideos, sendo este tipo de hidrdlise o foco do presente trabalho.

2.4 HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrdlise feita por enzimas é ecologicamente correta por requerer uma quantidade
menor de agua quando comparada com os métodos &cidos tradicionais, ndo gerar residuos
quimicos, além de auxiliar na recuperacdo de acucares solubilizados (RANA; FROLLINI;
THAKUR, 2021). Além disso, as condi¢des de reacdo sao relativamente mais brandas e geram
menos subprodutos.

Segundo Zhang e colaboradores (2004), alguns fatores podem influenciar diretamente
na eficiéncia e velocidade da hidrolise. Entre eles, estdo as propriedades do substrato, grau de
polimerizacdo, porosidade, teor de umidade, constituintes ndo hidrolisaveis e indice de
cristalinidade. Quanto maior o indice de cristalinidade, menor ¢ a taxa de hidrdlise pela presenca
de fortes ligacGes de hidrogénio, fazendo com que em celuloses com por¢bes amorfas e
cristalinas, a por¢do amorfa hidrolise primeiro (KASHCHEYEVA et al., 2019). Ja em relacdo
a superficie do substrato, quanto maior a porosidade e area de superficie, melhor é a adsor¢ao
da enzima celulase, ocasionando em uma destruicdo enzimatica mais eficaz. Além disso,
parametros relacionados a enzima podem afetar o rendimento da reagdo, como carga, sinergia,

temperatura, pH e agitacdo (AVILA et al., 2021).
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Kashcheyeva et al. (2019) estudaram o efeito das propriedades da celulose bacteriana
no desempenho da hidrélise comparando a matéria prima em trés estados diferentes: celulose
seca; seca e purificada; umida e purificada. Depois de acompanhar a reacdo por 72 h, chegou-
se a conclusdo de que as amostras purificadas possuem um rendimento maior que as nao
purificadas. Além disso, as amostras secas demoraram mais para atingir a taxa de hidrolise por
terem uma estrutura porosa estendida, ndo impactando na eficiéncia, mas sim no tempo de
reacao.

Outros estudos vém sendo feitos em relacdo a hidrélise enzimatica de celuloses

bacterianas, porém ainda sdo escassos em relagdo ao volume de estudos realizados sobre a

celulose vegetal. O Quadro 1 resume alguns trabalhos realizados e diferentes aplicacoes.

Quadro 1 - Principais estudos realizados sobre a hidrélise enzimatica de celulose bacteriana.

Enzima

Obijetivo

Resultados

Referéncia

Endo-1,4-B-
glucanases (EGS)
de Thermobifida
halotolerans e
celulase de
Trichoderma
reesei

Obter nanocristais de
celulose bacteriana a
partir de hidrolise
enzimatica para
aplicacdo na industria
de embalagens de
alimentos com
barreira de oxigénio.

A celulose bacteriana foi
hidrolisada por dois diferentes
tratamentos enzimaticos
(endo-1,4-B-glucanases (EGs)
e com adicdo de celulase. O
tratamento com adicdo de
celulases  produziu  maior
guantidade de nanocristais, e
ambos tratamentos permitiram
um aumento no desempenho
de barreira de oxigénio quando
carregados em biopolimero de
pululano, concluindo assim o
potencial para gerar
revestimentos de alta barreira
ao oxigénio nas embalagens
alimenticias.

(ROVERA et al,
2020)

Celobiohidrolase
do fungo
Scytalidium
Candidum 3C

Observar as
mudancas estruturais
gue ocorrem  na
celulose  bacteriana
apo6s hidrolise  por
celobiohidrolase de
Scytalidium

Candidum 3C, além
de observar efeitos
cicatrizantes do
substrato.

As anélises de microscopia
eletronica de varredura (MEV)
mostraram a estrutura da
celulose bacteriana
“afrouxando” apds hidrolise
enzimatica.  Além  disso,
experimentos in vitro e in vivo
revelaram efeito positivo no
tratamento de queimaduras de
terceiro grau em ratos,
concluindo que o estudo pode
servir de base para
desenvolvimento de curativos
biodegradaveis.

(IVANOVA et al,
2020)




Celluclast 1,5 L -
Novozymes

Produzir celulose
bacteriana utilizando
glicerol como fonte
de carbono e isolar
nanocristais por meio
de hidrolise
enzimatica.

O método enzimatico possuiu
melhor desempenho utilizando
2 g de hidrogel de celulose a
40 puL de enzima
(endoglucanase) e 1 mL de
tampado citrato. Foi observado
uma diminuicao do
rendimento de nanocristais
com 0 aumento da hidrdlise.

(BRANDES et al.,
2020)

Celluclast 1,5 L

Comparar o efeito de
hemiceluloses na
hidrolise enzimatica
de celulose bacteriana

utilizando  celulose
bacteriana livre e na
presenca de

hemiceluloses.

O  material  biomimético
consistindo de celulose
bacteriana e hemicelulose a
base de madeira mostrou-se
mais suscetivel a hidrolise
enzimatica do que a celulose
bacteriana livre, podendo estar
relacionada a estrutura em
nanoescala do substrato.

(PENTTILA et al.,
2018)

Celulase de
Trichoderma
reesei
(ATCC26921)
Sigma Aldrich

Produzir nanocristais
de celulose bacteriana
por hidrolise
enzimatica e analisar
morfologicamente a
celulose apos reacdo,
assim como avaliar a
cinética e rendimento
da hidrélise e seu
potencial como
alternativa para a
hidrolise quimica.

Conforme o rendimento da
reacdo aumentava, a turbidez
da mistura enzima e celulose
diminuia. Os valores de
rendimento ap6s 74 h de
hidrolise foram maiores para
as misturas ricas em substrato
do que para as misturas ricas
em enzimas, porém a maior
producdo de  nanocristais
ocorreu em maiores
concentracbes de enzima.
Além disso, a analise MEV
mostrou uma mudanga na rede
de fibrilas para um formato de
agulha a medida que as razdes
de enzima/celulose
aumentavam.

(ROVERA et al.,
2018)

Celulase de
Trichoderma
reesei
(ATCC26921)
Sigma Aldrich

Observar a atividade
da proteina
ceratoplatanina  tipo
expansina (CP) como
pré-tratamento  para
hidrélise enzimatica
de celulose
bacteriana.

Para maiores concentracdes de
enzimas, a hidrolise ndo é
dependente da proteina CP, e
para concentrages maiores de
celulose bacteriana, a hidrolise
é dificultada pela presenca da
proteina, confirmado pelo
menor teor de celobiose e
glicose produzidos na
presenca da proteina. Além
disso, foi observado que na
presenca de CP, o tamanho da
particula de celulose aumenta,
sugerindo que a presenga da
proteina ndo foi positiva para a

(ROVERA et al,
2021)
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hidrélise de celulose
bacteriana.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

2.4.1.1 Mecanismo de acéo das enzimas

A transformacdo da celulose em monossacarideos por meio da hidrolise enzimatica é
realizada pelo grupo de enzimas celulases (RIBEIRO et al., 2019). As celulases catalisam a
quebra da celulose em ramos menores do polimero, como a celobiose e a glicose. Essas enzimas
pertencem a familia das glicosil hidrolases (GH), que apresentam capacidade de quebrar
ligacBes glicosidicas p-1,4 em cadeias de celulose (AVILA et al., 2021). Para a realizacio da
hidrolise completa, sdo necessarias trés enzimas que atuam em atividades diferentes de forma

sinérgica e que estdo apresentadas no Quadro 2.

Quadro 2 - Enzimas atuantes na hidrolise da celulose.

Nome da enzima N° EC Atuacdo Referéncias
Endoglucanases (EGs) | EC 3.2.1.4 Hidrolisam ligacGes internas da cadeia | (RIBEIRO et al.,
de celulose em posicdes aleatorias | 2019)

atuando principalmente em regibes
amorfas

Celobiohidrolases ou | EC 3.2.1.91 e | Degradam as regifes cristalinas da | (OGEDA, 2011)
exoglucanases (CBHI | EC 3.2.1.176 | celulose pela clivagem da celobiose nas
e lls) extremidades (redutoras ou ndo) das
cadeias celuldsicas

B-glicosidases (BGS) EC3.2.1.21 | Hidrolisam ligagdes glicosidicas da | (AVILA et al.,
celobiose em glicose 2021)

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O sinergismo entre as enzimas exo e endo é explicado pelo fato das endoglucanases
fornecerem mais moléculas no final da cadeia, fazendo com que as celobiohidrolases possam
degrada-las (OGEDA, 2011). O esquema do mecanismo de acdo catalitico do complexo
enzimatico é representado pela Figura 5, onde as exoglucanases atuam na regido cristalina com
finais redutores ou ndo mediante a clivagem de dimeros de celobiose; a endoglucanase atua em
regides internas aleatdrias e majoritariamente amorfas; ¢ a p-glicosidase atua na conversdo da
celobiose para glicose, minimizando a acgéo inibitoria que a celobiose pode exercer sobre as
atividades endo e exo (THORESEN et al., 2021).



Figura 6 - Mecanismo de acdo catalitica da celulase sobre a celulose com producéo de celobiose
e glicose.
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Fonte: Adaptado de (AVILA et al., 2021).

A hidrélise enzimatica da celulose engloba trés etapas, a de adsor¢do da enzima, a de
quebra da celulose pela acdo sinérgica das celulases e a dessor¢do enzimatica no sobrenadante
(BANSAL et al., 2009). Segundo estudos realizados por Bommarius e colegas (2008), a
acessibilidade de adsorcdo da celulase sobre a celulose impacta na taxa de hidrolise, sendo
diretamente proporcional, ou seja, quanto maior a area, maior a taxa de hidrélise. Para que a
area superficial acessivel a adsor¢do aumente, o substrato € normalmente pré tratado com
tratamento alcalino.

A etapa inicial de adsor¢éo é rapida em comparacao com a hidrolise, no entanto sua
velocidade diminui nas etapas de quebra e dessorcdo. Essa desaceleracdo pode ser explicada
pelos influenciadores da eficiéncia e velocidade da hidrdlise citadas anteriormente por Zhang
et al. (2004) na secédo 2.4.1.

2.4.1.2 Produtos da hidrolise enzimatica

Como dito anteriormente, as celulases quebram a celulose bacteriana em porcdes
menores do polimero, além de gerar celo-oligossacarideos (COS) e 0 monossacarideo glicose.
Os celo-oligossacarideos sdo oligdmeros de f -1,4 ligados por unidades de glicose. Podem ser

definidos como intermediarios do processo de hidrolise da celulose em glicose, e sdo
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diferenciados de acordo com seu numero de mondmeros de glicose: celobiose (2 monémeros),
celotriose (3), celotetraose (4), celopentose (5) e celohexose (6) (BARBOSA et al., 2020).

A celobiose, principal produto a ser analisado na hidrélise enzimatica deste trabalho,
pode ser utilizada em produtos carneos e embutidos, na area de bebidas, compressas
(comprimidos) e tecnologias de encapsulamento (HETZLER; STEINBUCHELA, 2013). De
acordo com a literatura, esse composto é geralmente utilizado como substrato para processos
biotecnologicos (GUO et al., 2011; HU et al., 2016), entretanto, atualmente alguns estudos in
vitro e em animais tém relatado possiveis propriedades prebidticas nesses compostos
(HEINRITZ et al., 2018; NAKAMURA; OKU; ICHINOSE, 2004; PASSLACK et al., 2021;
PASSLACK; VAHIJEN; ZENTEK, 2020) semelhantes a frutooligossacarideos,
galactooligossacarideos e inulina (GIBSON et al., 2017).

Estudos vém sendo feitos em relacdo as suas atividades prebioticas, estimulando o
crescimento in vitro de Lactobacilus e Bifidobactérias (AVILA et al., 2021). Eles sdo capazes
de resistir as etapas iniciais de digestdo no estbmago, chegando ao intestino grosso e servindo
de substrato para microrganismos benéficos da microbiota intestinal, promovendo assim a
producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) (MANO et al., 2018).

Segundo Chu e colaboradores (2014), a  — glicosidase impede o acimulo dos COS,
hidrolisando a ligagdo glicosidica dentro da celobiose e produzindo entdo glicose. Portanto,
para que a producdo de COS seja viavel, € necessario realizar a eliminacdo de algumas enzimas
do coquetel enzimatico, além de inserir enzimas especificas para estimular a producéo de celo-
oligossacarideos. Entre elas, estdo a celobiohidrolase da familia 6 e 7 (CBH7 e CBH6), assim
como endoglucanases da familia5 e 7 (EG5 e EG7) (KARNAOURI et al., 2018).

Quando o coquetel enziméatico possui enzimas com a presenca da B-glicosidase,
estudos feitos por Karnaouri (2018) e Barbosa (2020) comprovam que os produtos gerados pela
hidrélise enziméatica da celulose serdo compostos majoritariamente por glicose (AVILA et al.,
2021). Neste caso, o subproduto glicose podera ser utilizado para a producao de etanol, ou ainda
reaproveitado para o crescimento de bactérias acidas que produzem celulose bacteriana
(ROVERA et al., 2018).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo principal analisar os
principais produtos gerados pela hidrolise enzimatica da celulose bacteriana de kombucha
utilizando o coquetel enzimatico Celluclast® e analisar a producdo de celo-oligossacarideos,

principalmente a celobiose, para futura utilizagdo como composto prebiotico.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CELULOSE BACTERIANA
A celulose bacteriana utilizada neste estudo foi fornecida pela empresa Pod

Kombucha, localizado na cidade de Itajai, Santa Catarina. O biofilme foi retirado de uma
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producéo da bebida em um reator com capacidade de 1000 L. A celulose foi mantida refrigerada
até sua utilizacdo. A Figura 6 mostra a retirada de 2,615 kg de celulose Umida da producdo de

kombucha para posterior utilizacao.

Figura 7 - Corte do biofilme de celulose de uma producao da bebida pela Pod Kombucha.

Fonte: elaborado pela autora (2022).

3.2 TRATAMENTO DA CELULOSE

Todo o estudo foi realizado no Laboratorio de Engenharia Biologica (LIEB) localizado
no departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal
de Santa Catarina, incluindo equipamentos como balangas, estufas, banho maria digital,
phmetro, shaker, centrifuga, agitador magnético e vidrarias para auxilio nas analises. Para a
analise HPLC, as amostras foram enviadas para a Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp). Os métodos foram baseados nos trabalhos de Leonarski et al. (2021b) e Alves
(2021).

3.2.1 Purificagdo da celulose bacteriana

Como dito anteriormente, segundo estudos realizados por Kashcheyeva et al. (2019),
as amostras de celulose bacteriana purificadas possuem um rendimento maior na taxa de
hidrélise. Portanto, para uma melhor purificacdo, primeiro cortou-se o biofilme em porc¢des



menores. Depois, os fragmentos foram lavados em agua corrente para uma primeira retirada
das leveduras e impurezas fixadas nas camadas e poros da celulose.

Em seguida, a celulose foi purificada com solucéo de hidroxido de sédio 0,1 mol/L em
estufa a 50 °C. Apds 24 h, a celulose foi lavada e colocada em nova solugdo bésica até que o
biofilme ficasse com uma cor proxima do branco. Apés a coloragdo branca ser atingida, trocou-
se a solucédo basica por agua destilada, e a celulose foi mantida em estufa (50 °C) até que o pH
ficasse neutro. A Figura 7 mostra a evolucdo da purificacdo da celulose entre as trocas de

solucdo de NaOH ap6s 9 dias.

Figura 8 - a) Celulose ap6s 3 dias em solucdo de NaOH; b) apds 5 dias; ¢) apos 6 dias; d) apos
9 dias.

Fonte: elaborado pela autora (2022).

3.2.2 Secagem da celulose

Para posterior reacdo de hidrélise enzimatica, a celulose bacteriana foi seca em estufa
a 50 °C com circulacdo de ar durante 72 h. Apds secagem, as membranas purificadas foram
pesadas para obtencdo da massa seca. A Figura 8 mostra a aparéncia do biofilme durante a

secagem.
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Figura 9 - a) Celulose purificada e imida; b) celulose apds 24 h na estufa; c) celulose seca.

Fonte: elaborado pela autora (2022).

3.3 CARACTERIZACAO DA CELULOSE

3.3.1 Propriedades fisico-quimicas

A espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier fornece as
propriedades fisico-quimicas da celulose seca e foi registrada em um Agilent Cary 600 Séries
(Santa Clara, Estados Unidos). Foi utilizada a faixa de comprimento de onda de 4000 a 500
cm™1, com resolugdo de 4 cm™! e acimulo de 16 varreduras no modo de refletancia total
atenuada (ATR).

3.3.2 Cristalinidade

A difratometria de raios X foi usada para determinar a cristalinidade do material, a
qual foi medida com o equipamento marca Rigaku DRX MiniFlex600 (Tdquio, Japao),
utilizando radiacdo CuKa, a uma voltagem de 40 kV e emissdo de filamento de 1,5 mA. As
amostras foram escancadas na faixa de 5° a 50° 20 com uma velocidade de varredura de
0,05°/passo. Os padrdes de difracdo foram calculados com o software OriginLab Pro, assim
como a cristalinidade foi calculada utilizando a equag&o (3) de acordo com Mohammadkazemi
et al. (2015):



s
Cristalinidade (%) = (S—C)X 100 (3)
t

Onde S, é a soma da area dos picos e S; é a soma da area total.

3.4 HIDROLISE ENZIMATICA

Para a hidrolise enzimatica, a enzima utilizada foi o coquetel Celluclast® 1.5 L,
celulase de Trichoderma reesei que catalisa a quebra da celulose em glicose, celobiose e
polimeros de celulose. A enzima foi diluida em 50x no tampao acetato de sddio 0,1 mol/L, pH
5 medido em pHmetro, e utilizada na concentracdo de 6% em relacdo ao teor de celulose.

A reagdo foi feita em frascos Schott® de 100 mL com tampa, com volume reacional
de 50 mL e em trés concentracOes de celulose bacteriana para posterior comparacao, 2%, 3% e
4% (p/v). A Tabela 3 contém as informacdes de quantidades de substrato, enzima e tampéao para

as diferentes concentracdes.

Tabela 3 - Quantidades reacionais do substrato, enzima e tampéao.
Substrato (%) Celulose (9) Vrreagdo (mL)  *Enzima (mL) Tampao (mL)

2 1 50 3 47
3 15 50 45 45,5
4 2 50 6 44

V= volume total de reacéo; * Volume correspondente a enzima diluida 50X.
Fonte: elaborado pela autora (2022).

A reacdo ocorreu em incubadora shaker a 150 rpm e 50 °C, e as amostras foram
recolhidas em triplicata nos tempos 24 h, 48 h e 72 h, totalizando em 27 amostras. Para cada
amostra, foi realizada a inativacdo enzimatica em banho maria a 90 °C por 10 min. Apoés a
inativacdo, as amostras foram centrifugadas (HT-MCD2000) por 5 min a 10.000 rpm e o
sobrenadante foi filtrado (0,2 um) e transferido para novos eppendorfs. As amostras filtradas
foram congeladas para posterior quantificacdo de acucares em HPLC. O célculo dos
rendimentos de glicose e celobiose foi realizado com as equagdes (1) e (2).

Cpi 09 %V

Y g
Tcel

glicose = 100 = ( ) €Y
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Yeetobiose = 100 * (

Sendo:

Cgui- concentracdo de glicose medida na amostra (g/L);

C.e10- CONCentracdo de celobiose medida na amostra (g/L);
V: volume total da reacédo (L);

T,.;: teor de celulose no substrato (g). Considerou-se que o substrato € 100% celulose.

3.4.1 Secagem ap0s hidrolise

O conteudo sélido restante no final da hidrdlise foi colocado em placas de petri e papel
aluminio e secado em estufa a 50 °C por 72 h. Apo6s secagem da celulose restante, essa foi
pesada para confirmar os dados de rendimento de conversdo em celobiose e glicose obtidos na
hidrélise.

3.4.2 Concentracao dos sacarideos

As concentracdes dos acucares celobiose e glicose foram estimadas por meio da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, Accela TM, Thermo Scientific, Waltham, MA)
usando um detector de indice de refracdo (IR) com uma coluna HPX 87-H (Bio-Rad ®) a 45
°C, com um fluxo de 0,6 mL/min e uma solucdo de &cido sulfarico 0,005 M (pH 2,6) como fase
movel (eluente). As concentracfes foram determinadas a partir de padrdes analiticos para a

construcdo das curvas de calibracdo e posterior calculo das concentragdes nas amostras.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi realizada utilizando o software Past. Para determinar as
diferencas significativas das andlises, o Teste de Tukey foi realizado a um nivel de
probabilidade inferior a 5% (p < 0,05).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Primeiramente, sdo apresentadas e discutidas as analises de caracterizacdo e

propriedades fisico-quimicas da celulose, e, em seguida, as anélises da hidrélise enzimatica.

4.1 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA CELULOSE

4.1.1 Espectroscopia FTIR de amostras de celulose bacteriana

As propriedades da celulose bacteriana foram caracterizadas por FTIR e DRX,
mostradas na Figura 9. Os espectros de infravermelho da Figura 9a mostram as bandas de
absorcao, sendo que a banda 3342 cm ¢ atribuida ao alongamento de grupos OH-, assim como
a 2895 cm corresponde ao trecho CH dos grupos CH; e CHg, e 0s picos 1650 cm™ e 1427 cm
a0 grupo carbonila de glicose (C=0). A presenca de regides cristalinas na estrutura da celulose
é demonstrada entre os picos 1318 cm™ e 1161 cm™. Com o pico 1161 cm™ é possivel perceber
a presenca do grupo C1COs, além de vibracdes de alongamento de C202, C303 e CsOs Segundo
as bandas de 1033, 1054 e 1108 cm™, respectivamente (KASHCHEYEVA et al., 2019;
LEONARSKI et al., 2021b). O espectro da celulose obtida da industria foi comparado com o
espectro de uma celulose bacteriana de kombucha produzida em laboratério e com dados ja
publicados na literatura apenas com o objetivo de confirmar as suas propriedades, mostrado na
Figura 10, comprovando que os resultados foram semelhantes para ambas as analises.

Com essas bandas de absorcdo, é possivel concluir que a estrutura cristalina é da
celulose tipo I, que é considerada a celulose nativa com propriedades mecanicas mais avancgadas
guando comparada com a celulose tipo 11, que possui cristal distorcido (LI et al., 2019; YANG
et al., 2013) A alteracdo da celulose tipo | para tipo Il pode ocorrer no tratamento da celulose
bacteriana, visto que se esse for muito alcalino, pode ocasionar na alteracdo da estrutura
cristalina (VAZQUEZ et al., 2013).

4.1.2 Andlise de cristalinidade por difracéo de raios X

Como citado anteriormente por Kashcheyeva et al. (2019), a alta pureza e
cristalinidade da celulose bacteriana promovem propriedades mecanicas exclusivas desse
composto. A Figura 9b mostra quatro picos de difracdo que correspondem a celulose do tipo |

e sdo eles: 20 = 14,4°; 16,6°; 22,6° e 33,9°, que pertencem aos planos cristalinos (101), (10),
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(002) e (040) respectivamente (MACHADO et al., 2018; YANG et al., 2013). Os picos sdo
bastante proximos aqueles encontrados por Leonarski et al. (2021b) para celulose produzida em
kombucha em condicdes de laboratdério, como mostra a Figura 10.

A celulose bacteriana produzida a partir de kombucha obteve uma cristalinidade de
88,27%, que é um valor alto. Comparando com trabalhos realizados na area, Zhou et al. (2021)
obteve cristalinidade proximo a 85%, Nascimento et al. (2021) entre 76-79%, e Kashcheyeva
et al. (2019) encontrou uma cristalinidade de 90%, préxima a analise do presente trabalho.
Leonarski et al. (2021b), usando o mesmo protocolo de caracterizacdo obteve 74,3% de
cristalinidade.

Um indice de cristalinidade alto gera nanocristais de celulose mais estaveis em relacdo
a degradacdo do biopolimero, podendo ter dificuldades na solubilizacdo do material. Uma
possivel explicacdo para a alta cristalinidade pode ser o intenso tratamento alcalino realizado
com hidrdxido de sodio por um longo periodo. A purificacdo da celulose bacteriana industrial
necessitou de um tratamento mais longo (9 dias) que aquele geralmente realizado para celuloses
produzidas em laboratorio, com duracdo de 2 a 5 dias (dados ndo publicados). Segundo
Leonarski et al. (2021b), o tratamento alcalino com altas concentracdes e tempo de contato pode
resultar em maior cristalinidade ap6s a purificagdo, o que também foi relatado por Kashcheyeva
et al. (2019).

Figura 10 — A) FTIR e B) DRX da celulose bacteriana de industria.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

Figura 11 - A) FTIR e B) DRX da celulose bacteriana produzida em laboratorio.
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4.2 CONCENTRACAO DE CELOBIOSE E GLICOSE OBTIDOS NA HIDROLISE
ENZIMATICA

A hidrélise enzimatica foi acompanhada por 72 h, sendo que a degradacéo da celulose

foi avaliada a cada 24 h. A analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi

utilizada para quantificar celobiose e glicose como produtos finais da reacdo. As concentracdes

dos produtos analisados por HPLC estdo apresentados na Figura 11.

Figura 12 - Concentracdo (g/L) de celobiose e glicose obtidos por hidrélise enzimatica de
celulose bacteriana de kombucha a 2%, 3% e 4% (m/v) de celulose apds 72 h.
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Houve um aumento na producdo de celobiose de 24 h para 48 h em todas as

concentragdes, sendo que depois de 48 h ndo houve diferenca significativa de acordo com o
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teste de Tukey (p < 0,05). Em 2%, a diferenca de producdo de celobiose foi inferior em relacéo
as outras amostras, 0 que esta de acordo com a literatura, onde quanto maior for a quantidade
de celulose bacteriana, maior sera a quantidade de acUcar produzida no final da hidrdlise
(ROVERA et al., 2021).

J& para a glicose, nas concentragdes de 2% e 3% de celulose ndo houve diferenca
significativa durante toda a reacdo (72 h). Porém, com 4% (m/v) de substrato, houve um
aumento significativo no decorrer da hidrdlise com comportamento similar a produgdo de
celobiose, no entanto em propor¢des menores.

A producéo de agucares pela hidrélise enzimatica da celulose bacteriana apresentou
bons resultados no decorrer da cinética, sendo 48 h suficientes para parar a reagdo. O foco do
trabalho foi a producédo de celobiose e glicose, sendo observado a celobiose como produto de
maior concentracdo. Para confirmar se ocorreu a producéo de outros oligossacarideos, analisou-
se 0s cromatogramas obtidos durante a anélise de HPLC ao final da hidrdlise (72 h) para todas
as concentracdes, de acordo com a Figura 12.

Figura 13 - Cromatogramas dos produtos da hidrolise enzimatica com A) 2%, B) 3% e C) 4%

(m/v) de celulose apds 72 h.
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Fonte: elaborado pela autora (2022).

Na amostra de menor concentracdo de celulose bacteriana (2%), ap6s 72 h, obteve-se
7,29 g/L de celobiose, 1,28 g/L de glicose e 5,38 g/L de &cido acético. O mesmo padrédo se
repete para a amostra de 3%, porém, conforme dito anteriormente, com um aumento da
concentracédo de celulose bacteriana ocorreu um aumento na concentragdo de celobiose (9,23
g/L), glicose (2,05 g/L) e éacido acético (5,42 g/L). No caso da amostra 4%, apds 72 h a
concentracédo de celobiose foi de 11,28 g/L, glicose 3,55 g/L e acido acético 5,49 g/L.

A concentracdo de &cido acético em todas as amostras € referente ao acetato utilizado
como tampdo. Os picos em tempos de retencdo anteriores a celobiose apresentados no
cromatograma possivelmente sdo de outros oligossacarideos, sendo em 2% um destes picos

mais expressivos (maior que glicose) e diminuindo com o aumento da concentragéo de celulose.
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Isso indica possivelmente a presenca de outros oligossacarideos, porém ndo foi possivel
quantifica-los devido a necessidade de equipamento, coluna e padrdes adequados.

Como citado anteriormente, ndo foram encontrados outros trabalhos que estudam a
hidrolise enzimatica de celulose bacteriana originada de kombucha, com foco na celobiose.
Porém, outros trabalhos foram realizados com celulose bacteriana originada de outros
substratos para diferentes aplicacdes, relatando a quantificagdo dos aglcares produzidos.

Rovera e colaboradores et al. (2018) realizaram a hidrélise enzimatica de celulose
bacteriana produzida por Komagataeibacter sucrofermentans para obtencéo de nanocristais de
maneira ecoldgica, comparando a producdo de aclcares de acordo com 0 aumento da
quantidade de enzima utilizada, fazendo uso da celulase ATCC26921 de Trichoderma reesei.
Foram analisadas cinco relacdes de mistura de celulase/celulose bacteriana (1:4, 1:3,1:2, 1:1 e
2:1) a cada 2 h por 74 h, onde a solu¢do aquosa foi de 5 mg/g para a enzima e 12% em peso
para a celulose. Como resultado, foi observado que as concentracGes de celobiose e glicose
foram inversamente relacionadas em funcdo da relacdo enzima/celulose, pois a concentragéo
de celobiose diminuiu a medida que a razdo diminuiu, e a concentracdo de glicose aumentou
com o0 aumento da enzima.

Esses resultados mostram que a atividade hidrolitica € mais intensa com concentragdes
mais altas de enzima, e que a conversdo de celobiose em glicose foi maior para misturas mais
ricas em enzimas, pois ndo foi detectado presenca de celobiose na mistura 2:1. Isso pode ser
explicado pela alta presenca das B-glicosidades, que hidrolisam especificamente a celobiose em
unidades de glicose, o que ndo foi analisado no presente trabalho visto que a producdo de
celobiose foi maior em todos os tempos e concentracdes de celulose. Para uma analise mais
aprofundada do impacto da concentracdo da enzima na producdo de acucares, recomenda-se
para trabalhos futuros realizar ensaios alterando a concentracdo enzimatica de 6 g de enzima /g
de celulose usada no presente trabalho.

Ja em outro estudo de Rovera et al. (2020), o foco foi comparar a reacdo de diferentes
enzimas diante da celulose. Os autores realizaram a hidrolise enzimatica de celulose bacteriana
produzida por Komagataeibacter sucrofermentans em dois tratamentos enzimaticos diferentes:
uma endo-1,4-B-glucanase de Termobifida halotolerans, e uma celulase de Trichoderma reesei,
ambos tratamentos na proporcao 1:4 de enzima/celulose. Tanto a celobiose quanto a glicose
foram encontradas no final do processo de hidrélise envolvendo as celulases (1,54+0,04 g/L e
2,25+0,12 g/L, respectivamente), e apenas celobiose (1,36+0,11 g/L) foi encontrada quando

foram utilizadas as enzimas endo sozinhas. Isso pode ser explicado pela auséncia das [-



glicosidades, que acabou impedindo a conversdo de celobiose em glicose, reforgando a

importancia da escolha da enzima de acordo com o objetivo do trabalho.

4.2.1 Rendimentos de celobiose e glicose
De acordo com as equacgOes (1) e (2) apresentadas na secdo 3.4. de Materiais e

Métodos, os rendimentos da celobiose e celulose foram calculados e apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Rendimento (%) de celobiose e glicose obtidos por hidrdlise enzimatica da celulose
bacteriana de kombucha.

Celulose (m/v) Tempo (h) Rendimento (%)

Glicose Celobiose Total

2% 24 4,97 £0,13aA* 24,93 +0,63aA 29,89
48 544 +0,21aA 30,40 + 0,98abA 35,84

72 5,77 £ 0,61aA 34,67 £ 3,12bA 40,44

3% 24 4,85 + 0,233A 20,38 £ 1,03aB 25,22
48 582 +0,49abA 27,75+ 1,75bAB 33,57

72 6,17 £ 0,46bA 29,25 + 0,78bAB 35,41

4% 24 5,45 £ 0,37aA 19,08 £ 0,32aB 24,53
48 6,60 £ 0,73abA 24,19+ 1,52bB 30,79

72 7,99 + 1,04aA 26,79 +£1,78bB 34,78

Fonte: elaborado pela autora (2022).
*Anélise de minusculas (ab) do teste de Tukey (p<0,05) referem & mesma concentracdo em diferentes tempos.
Anélise de letras maiusculas (AB) do teste de Tukey (p<0,05) referem & diferentes concentracdes avaliadas no

mesmo tempo.

De acordo com o teste de Tukey (p<0,05), ndo houve diferencas significativas para o
rendimento de glicose nas diferentes concentragdes de celulose bacteriana avaliadas no mesmo
tempo, mas houve diferenca no decorrer do tempo para a concentragdo de 3% (m/v). Ja parao
rendimento de celobiose de acordo com o Teste, houve diferengas significativas tanto para a
variacdo da concentracdo de celulose no mesmo tempo avaliado quanto para a varia¢do do

tempo na mesma concentragao.
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Para a glicose, o rendimento aumentou proporcionalmente com o aumento da
concentracdo de celulose e com o tempo. J& para a celobiose, foi observado que, conforme o
tempo passava, 0 rendimento aumentava na mesma concentracdo avaliada, mas o maior
rendimento foi para a amostra de 2% (m/v), ao contrario da glicose que foi em 4% (m/v).
Consequentemente, a conversdo da celulose em glicose e celobiose (soma de ambos
rendimentos) foi menor conforme aumento da concentracdo de substrato.

Para amostra contendo 2% de celulose, o rendimento total em glicose e celobiose foi
de 40,4% ap6s 72 h; para 3%, foi de 35,4%:; e para 4%, 34,8%. E possivel concluir, portanto,
que o maior rendimento foi obtido em 2% de celulose bacteriana, e a maior producgéo de
acucares foi em 4% (p/v). Segundo Chu et al., (2014), uma possivel explicacdo é o fato de que
a alta concentracédo de celo-oligossacarideos pode causar inibicdo das enzimas celulases (endo
e exo), levando a uma diminuicdo do rendimento da hidrdlise enziméatica e aumento da
converséo de celobiose em glicose.

Ap0s hidrolise enzimatica, a celulose restante foi seca a 50°C e pesada para avaliar a
influéncia da massa da celulose no rendimento. Para 2% (p/v) de celulose bacteriana, 52,4% da
massa ndo foi hidrolisada; para 3% (p/v), 58,68% nao hidrolisou; e para 4% (p/v), 64,9% da
celulose ndo reagiu. Percebe-se que conforme a massa do substrato aumenta, menor € a
quantidade de massa que reagiu, ou seja, menor € o rendimento da celulose, o que esta de acordo
com o rendimento calculado anteriormente.

Em seu trabalho, Chu e colaboradores (2014) fizeram uma hidrélise em varios estagios
como alternativa, no qual os acucares produzidos foram separados do sistema de reacao apds
cada estagio de hidrélise. Incialmente, as enzimas foram adsorvidas na celulose e em seguida 0
sistema era submetido as condicGes de reacdo. Apds tempos determinados, o sobrenadante da
reacao contendo os produtos de hidrdlise era removido e uma nova quantidade de tampéo era
adicionada aos solidos remanescentes contendo a enzima adsorvida para um novo estagio de
reacdo. O rendimento da reacdo aumentou de 50,46% para 75,56%, concluindo que a reacao
em estagios contribui para aliviar a inibicdo da enzima.

Outros trabalhos discutiram o rendimento da celulose depois da hidrélise enzimatica.
Brandes e colaboradores (2020) produziram celulose bacteriana utilizando glicerol como fonte
de carbono e isolaram nanocristais por meio da hidrdlise enzimatica, utilizando a enzima
Celluclast 1,5 L da Novozymes, mesma enzima utilizada neste trabalho. Ensaios foram feitos

variando a quantidade de celulose, de 1 g a 10 g de celulose bacteriana em 40 uL de enzima.



Os melhores rendimentos foram obtidos quando se utilizou até 3 g de celulose para a mesma
quantidade de enzima, em que o melhor rendimento foi de 25,55% com 2 g de celulose.

Ja Kashcheyeva et al., (2019) observou o rendimento em trés diferentes situacdes com
1% de celulose bacteriana: 1) celulose seca ao ar em temperatura ambiente sem purificacdo de
componentes do meio de cultura, na qual a conversdo foi de 66,6% em agUcares redutores apos
72 h; 2) celulose seca e purificada com solucdo de NaOH 2% e solucéo diluida de HCI (pH 3),
seguida por lavagem com agua destilada até reacdo neutra, obtendo conversao de 99,5% de
acucares redutores; e 3) celulose purificada e imida, em que ocorreu a diminuicdo da taxa de
hidrélise enzimética, mas ndo afetou o grau de conversdo, mantendo em 99,5%. O rendimento
maximo da matéria prima purificada foi atingido em 56 h de reacdo para a celulose seca e em
16 h para a umida.

Foi concluido pelo autor que as principais propriedades que afetam a conversao da
celulose bacteriana sdo as impurezas e a umidade. Uma celulose purificada aumenta o nimero
de locais acessiveis a enzima, aumentando o rendimento da reacdo, e uma celulose bacteriana
Umida possui uma estrutura porosa natural mais estendida, favorecendo a velocidade de difusdo
das celulases no substrato. Para maior comprovacdo, sugere-se a realizacdo de um ensaio com
celulose bacteriana Umida produzida em industria, para que se possa comparar com a hidrélise
do substrato seco.

Por mais que a cristalinidade da celulose obtida pelo autor (90%) tenha sido
semelhante a do presente trabalho (88,27%), o alto indice ndo foi determinante para a eficiéncia
da reagcdo. Uma possivel explicacdo para o alto rendimento obtido por Kashcheyeva et al.,
(2019) pode ser o coquetel enzimatico, visto que as enzimas utilizadas pelo autor foram a
CelloLux-A e BrewZyme BGX, diferente da Celluclast® utilizada no presente trabalho. Além
disso, a celulose bacteriana foi produzida pela cultura simbiotica Medusomyces gisevii Sa-12,
a27°C e por 7 dias em um meio de glicose sintético. Pelo fato de a celulose utilizada no presente
trabalho ser originada de uma kombucha industrial, diferentes caracteristicas da estrutura da
celulose podem acontecer, influenciando nos resultados da hidrélise enzimatica.

O baixo rendimento de conversédo da celulose obtido neste trabalho ainda precisa ser
mais bem estudado para avaliar possiveis fendmenos e/ou parametros que possam afetar a
reacdo. O acucar predominante ap6s a hidrolise enzimatica foi a celobiose, o que alinhado ao
objetivo de produzir oligossacarideos é uma vantagem. No coquetel enzimatico, estdo presentes

as enzimas endoglucanases, que hidrolisam cadeias maiores em celobiose, ¢ a -glicosidase,
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responsavel por hidrolisar a celobiose em glicose. Uma das explica¢@es para o baixo rendimento
seria uma possivel inibicdo da enzima endoglucanase pela propria celobiose. Além disso,
aparentemente a atividade da B-glicosidase foi baixa, resultando na baixa concentracdo de

glicose como produto.

4.3 POTENCIAL USO DO SCOBY PARA PRODUC}AO DE CELOBIOSE: ESTUDO DE
CASO “POD KOMBUCHA”

O mercado global dos alimentos prebidticos € um dos setores que mais cresce,
atingindo U$ 2,5 bilhdes investidos em 2020 (AHMED; HIKAL; ABOU-TALEB, 2020). A
demanda da bebida kombucha est4 aumentando cada vez mais e, de acordo com a Kombucha
Brewers International (KBI), existem atualmente mais de 300 industrias produtoras da bebida
no mundo. No Brasil, a Associacdo Brasileira de Kombucha (ABKOM) cita 25 produtores
associados. Com a producdo em crescimento, as empresas produzem muita celulose (SCOBY)
durante o preparo da kombucha, e o descarte muitas vezes é inadequado. Portanto, sua aplicagdo
na producdo de oligossacarideos pode ser uma alternativa a ser considerada, ja que prebidticos
sdo produtos de alto valor agregado.

A industria “Pod Kombucha”, que concedeu a celulose bacteriana para o presente
trabalho, possui uma producdo média da bebida em torno de 2000 L por més, produzindo cerca
de 40 kg de celulose. Porém, parte da celulose é reaproveitada para posteriores producdes, e
somente 15 kg sdo descartados por més. Com o aumento da producéo, esse descarte pode vir a
ser preocupante. Devido a alta capacidade de absorcdo de &gua da celulose bacteriana, o
rendimento em massa seca € de aproximadamente 0,9 a 1%.

A hidrolise enzimatica pode ser interessante para esse tipo de celulose bacteriana, visto
que ela vem de uma fermentacédo focada na producéo da bebida e, assim, reaproveitar a celulose
descartada na producgdo. No entanto, a celulose é produzida de forma ndo controlada, que pode
apresentar variacdo na espessura, na densidade de fibras, na cristalinidade e em outras
propriedades fisicas e quimicas. Para aplicacdes biomédicas, por exemplo, essa celulose
geralmente é produzida com caracteristicas necessarias para a aplicacdo, produzidas sobre
suportes para gerar um material com formato especifico e espessura especifica (ZHU et al.,
2014).

Portanto, a hidrolise pode ser uma alternativa viavel para a diminuicdo do descarte de

celulose bacteriana na producdo de kombucha, usando um coquetel enziméatico comercial



disponivel, desde que os rendimentos possam ser melhorados através de outros estudos sobre

condicgdes de como conduzir a reacdo enzimatica com esse tipo de celulose.

5 CONCLUSAO

Com o aumento da producdo de kombucha no mundo, o descarte de celulose bacteriana
estd crescendo, fazendo com que novas alternativas de reaproveitamento da matéria prima
estejam sendo estudadas. Através dos resultados obtidos da hidrolise enzimética de celulose
bacteriana originada de kombucha como uma alternativa de reaproveitamento do substrato,
pode-se concluir que a hidrolise é uma alternativa interessante para a producdo de celobiose em
diversas aplicagdes, principalmente porque baixas concentragfes de glicose foram obtidas.

Por se tratar de uma celulose originada de uma fermentacdo em escala industrial, as
propriedades fisico-quimicas foram analisadas apenas como forma de certificar a similaridade
com celulose de kombucha produzida em escala de laborat6rio usando outro SCOBY . Pode ser
confirmado que se trata de uma celulose do tipo | com alta cristalinidade (88,27%), mais
cristalina que a obtida em laboratério (74,3%).

Na hidrélise enzimatica, foi observado que com 4% (m/v) de celulose bacteriana, foi
obtido a maior concentracdo de celobiose e glicose, ndo sendo possivel quantificar outros
oligossacarideos pela necessidade de equipamento, coluna e padrdes adequados. O maior
rendimento foi obtido em 2% (m/v) de celulose (40,44% apds 72 h), o que pode ser explicado
pela inibi¢do da enzima endoglucanase pela celobiose e baixa atividade da B-glicosidase.

Em uma hidroélise, € esperado atingir uma alta conversdo quando se usa uma alta
concentracdo de celulose para tornar o0 processo mais atrativo. Para isso, novas estratégias de
reacdo precisam ser avaliadas para aumentar o rendimento, além de um estudo mais
aprofundado para avaliar os possiveis efeitos de inibicdo dos produtos liberados sobre as
enzimas.

Ainda como sugestdo para trabalhos futuros, é interessante realizar ensaios variando a
concentracdo da enzima sobre a celulose, para avaliar o impacto da concentracdo enzimatica na
producdo de acucares. Além disso, realizar a hidrolise enzimatica utilizando celulose bacteriana

umida para identificar se ocorre um aumento no rendimento da reacao.
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