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RESUMO

A crescente demanda por materiais sustentaveis tem impulsionado o estudo da celulose bacteriana (CB) como
alternativa renovavel e biodegradavel. Este trabalho buscou otimizar as condi¢des de cultivo para producao de
celulose bacteriana da kombucha (CBK) e avaliar o impacto da purificagdo em suas propriedades. Membranas
de CBK foram obtidas a partir de cha verde em dois periodos de fermentagao (7 e 21 dias) e purificadas por
lavagem com agua destilada ou tratamento alcalino em solucdo de NaOH 0,1 M a 80 °C por 1 h. Avaliaram-se
rendimento (massa imida e espessura) e alteracdes estruturais por FTIR. O maior tempo de cultivo resultou
em membranas significativamente mais espessas ¢ pesadas. A purificacdo alcalina promoveu neutralizagao
do pH e remocao de residuos da fermentacao, evidenciada pela auséncia de bandas caracteristicas no FTIR e
maior defini¢ao dos picos, sugerindo aumento da cristalinidade. Assim, o cultivo prolongado aliado a purifica-
cdo alcalina mostrou-se a rota mais eficiente para obtencao de CBK de alta qualidade, favorecendo aplicagdes
em embalagens sustentaveis e biomedicina.

Palavras-chave: Biopolimeros; Kombucha; Caracterizagio estrutural.
ABSTRACT

The growing demand for sustainable materials has driven the study of bacterial cellulose (BC) as a renewable
and biodegradable alternative. This work aimed to optimize the cultivation conditions for the production of
bacterial cellulose from kombucha (KBC) and to evaluate the impact of purification on its properties. KBC
membranes were obtained from green tea over two fermentation periods (7 and 21 days) and purified either
by washing with distilled water or by alkaline treatment in a 0.1 M NaOH solution at 80 °C for 1 h. Yield
(wet mass and thickness) and structural changes were assessed by FTIR. Longer cultivation times resulted
in significantly thicker and heavier membranes. Alkaline purification promoted pH neutralization and the
removal of fermentation residues, evidenced by the absence of characteristic bands in the FTIR spectra and
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greater peak definition, suggesting increased crystallinity. Thus, prolonged cultivation combined with alkaline
purification proved to be the most efficient route for obtaining high-quality KBC, supporting applications in
sustainable packaging and biomedicine.

Keywords: Biopolymers;, Kombucha; Structural characterization.

1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a crescente preocupagdo com os impactos ambientais do extrativismo ve-
getal tem impulsionado a busca por alternativas sustentaveis, tais como os biopolimeros. Estes sdao
materiais poliméricos derivados de fontes naturais, incluindo plantas, residuos agricolas, materiais
florestais e microrganismos. Diferentemente dos plasticos petroquimicos, os biopolimeros desta-
cam-se por sua origem renovavel, biodegradabilidade e menor impacto ambiental, alinhando-se
as exigéncias regulatérias e as demandas dos consumidores por produtos ecologicamente corretos
(Gregory et al., 2021; Liu et al., 2025).

Entre esses materiais, a celulose bacteriana (CB) tem ganhado destaque por sua pureza, bio-
degradabilidade, biocompatibilidade e auséncia de citotoxicidade (Gregory et al., 2021; Liu et al.,
2025). A CB ¢ um polimero linear cuja formula molecular ¢ igual ao da celulose oriunda das plantas.
E produzida por bactérias aerdbicas e possui propriedades fisico-quimicas adequadas para diversas
aplicagdes, como biomédicas, no setor de embalagem de alimentos, dentre outras (Azeredo et al.,
2019; Garrido-Romero et al., 2022).

O género Komagateibacter consiste em uma das espécies de bactérias que sintetizam a CB
de forma extracelular (Supian et al., 2025), considerada mais pura do que as celuloses que derivam
de plantas, e se distingue destas quanto a sua estrutura fibrosa. A CB tem apresentado caracteris-
ticas que a torna Unica, como alta porosidade e estrutura nanofibrilar, capacidade de reter adgua,
cristalinidade e maior grau de polimerizag¢do, bem como elevada resisténcia mecénica e a tragao
(Chuntao et al., 2022; Zhang et al., 2017).

A biossintese da CB ocorre através da introdugdo de microrganismos em um meio de cultura
que seja favoravel ao seu crescimento e desenvolvimento, os meios de cultura utilizados sdo os sinté-
ticos convencionais, como o Hestrin-Schramm (HS), que utilizam fontes de carbono (como a glicose)
e nitrogénio relativamente caras (Gottschalk et al., 2021). Dentre as possibilidades de microrganismos
destacam-se as bactérias de acido acético, que formam uma cultura simbiotica de bactérias e levedu-
ras que metabolizam o agtcar e formam um biofilme superficial constituido de nanofibrilas. Estudos
recentes tém explorado o uso de residuos agricolas e industriais, tais como cascas de frutas, residuos
de fermentacao e subprodutos do biodiesel, como substratos econdmicos para a producao de CB em
escala industrial, reduzindo custos e impactos ambientais (Azeredo et al., 2019; Costa et al., 2017,
De Carvalho et al., 2025; Kadier et al., 2021).
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Um exemplo relevante de residuo com potencial valor agregado ¢ o SCOBY (do inglés sym-
biotic culture of bacteria and yeast), subproduto da fermentacdo da bebida Kombucha que consiste
em fonte renovavel de CB que pode ser aplicado em filmes antimicrobianos, curativos, membranas de

filtracdo e na industria téxtil (De Melo et al., 2024; Aung & Kim, 2024).
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Kombucha ¢ uma bebida fermentada tradicional, nativa do Sudeste Asiatico, e que apresenta
sabor levemente adocicado e 4cido. E historicamente obtida pela fermentacdo do cha de Camellia
sinensis em um meio contendo SCOBY, uma cultura simbiotica de bactérias de acido acético (dos
géneros Komagataeibacter, Gluconobacter e acetobacter) e acido lactico (gé€neros Lactobacillus,
Lactococcus). Esses microrganismos, durante o processo de fermentagao, que dura de 7 a 21 dias, for-
mam um biofilme flutuante na superficie (Ahmed et al., 2020; Mousavi et al., 2020; Soto et al., 2018).

As caracteristicas da Kombucha variam muito, pois depende das condigdes de fermentagao,
como temperatura, duragdo da fermentagao, local e escolha do fermentador. Durante a fermentagao,
a comunidade microbiana exibe variabilidade significativa devido as diferencas na composi¢ao do
substrato, parametros ambientais e localizacao geografica. Além disso, fatores como matérias-primas,
fontes de acucar e disponibilidade de oxigénio desempenham papéis cruciais na formag¢ao da comu-
nidade microbiana da kombucha (Li et al., 2024; Morales, 2020).

No decorrer da fermentagao, sdo produzidos, além do acido acético, outros compostos re-
levantes, como etanol e acido latico (Mfopa et al., 2024). Tais metabolitos, associados a atividade
do consodrcio microbiano, estdo relacionados a beneficios para a satde ja comprovados, incluindo o
controle do estresse oxidativo, a atividade antimicrobiana e o auxilio no tratamento e prevencao do
diabetes (Miranda et al., 2022).

A CB tem se destacado como um material promissor, impulsionando a inovagdo em embala-
gens sustentaveis e funcionais. Na industria alimenticia, seu uso € estratégico por agregar valor aos
produtos, uma vez que favorece a conservac¢ao, prolonga a vida 1til da prateleira e, consequentemente,
contribui para a redu¢ao do desperdicio. Essa versatilidade a consolida como uma alternativa de alto
desempenho frente aos materiais convencionais (Garrido-Romero et al., 2022). Além do setor de
embalagens, a CB apresenta ampla aplicabilidade na area biomédica, destacando-se por suas proprie-
dades de interesse em aplicagdes dérmicas, curativos e enxertos, bem como na substituicao de vasos
sanguineos de pequeno diametro (Ramirez Tapias et al., 2022).

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi otimizar as condi¢cdes de obtencdo da celulose
bacteriana da Kombucha (CBK) visando o maximo rendimento e avaliar a influéncia do processo de

purificacdo em suas caracteristicas.
2 MATERIAIS E METODOS

Para o preparo do meio de cultura utilizado na obtenc¢do da CBK, utilizou-se cha verde (folhas
e brotos) da marca Yamamotoyama, 4gua mineral da marca Crystal, da empresa Coca-Cola Company,
acucar refinado da marca Unido, SCOBY e starter (cha fermentado por mais de 30 dias) doados pela

empresa Ventanila Kombucha (Sorocaba, Brasil).
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2.1 PREPARO DAS MEMBRANAS DE CBK

Seguiu-se a metodologia adaptada de Nunes et al. (2025). Para o preparo do ché, 1 L de dgua foi
levado a fervura; em seguida, adicionaram-se 10 g de cha verde (Camellia sinensis) e mantido em infu-
sdo por 5 minutos, em seguida, o cha foi filtrado e distribuido em recipientes, aos quais foram adiciona-
das duas concentragdes distintas de agucar refinado (2,5 g e 10 g/100 mL), até completa solubilizagao.

O sistema foi mantido em repouso até atingir a temperatura ambiente, cada recipiente recebeu
10 mL de starter e 0 SCOBY como pré-indculo. Os frascos foram vedados com papel-filtro e mantidos

a temperatura ambiente por 7 a 21 dias, permitindo a fermentagao e formagao das membranas de CBK.
2.2 RENDIMENTO DA CBK

Ao final dos periodos de cultivo (7 e 21 dias), as membranas foram cuidadosamente removidas,
pesadas e tiveram sua espessura medida em trés pontos distintos com auxilio de um paquimetro digital,
sendo considerado o valor médio. O rendimento foi avaliado com base na massa imida (g) e na espes-
sura média (mm). Esse procedimento permitiu analisar a eficiéncia do processo de producdo em fungao

das diferentes concentragdes da fonte de carbono (acucar refinado: 2,5% e 10%) e dos tempos de cultivo.
2.3 PURIFICACAO DAS MEMBRANAS DE CBK

Apos a obtencdo foi necessaria a aplicacdo de um processo de purificacdo da CBK, com fina-
lidade de remover qualquer residuo, impureza, resquicios de c€lulas vivas provenientes do processo
fermentativo, garantindo uma aplicag@o segura, especialmente para o acondicionamento de alimentos,
onde a seguranca engloba tanto a inocuidade para o consumidor quanto a sustentabilidade ambiental
(Morais et al., 2022). O processo também serd responsavel por neutralizar o pH das membranas para
7, pois ao serem retiradas do cultivo estdo com pH 4cido, estd neutralizacdo ¢ importante em sua
aplicagdo (Laavanya ef al., 2021).

Com o objetivo de comparar e obter o melhor método de purificagdo da membrana, foram
realizados dois diferentes tratamentos. O primeiro método foi realizado através da lavagem da CBK
mergulhando as amostras em agua destilada (H,0), em temperatura ambiente, por 5 minutos, sendo
denominada CBK H:0 7 dias e CBK H:0O 21 dias. Para a purificagdo com hidréxido de sdédio (NaOH)
as amostras foram imersas em solucdo 0,1 M e mantidas em 80 °C durante 1 hora, recebendo as de-
nominac¢des CBK NaOH 7 dias e CBK NaOH 21 dias.

Ap0s a purificagdo, parte das membranas de cada método foi seca em estufa até massa constante,
sendo identificada com as mesmas siglas da purifica¢do acrescidas da designacdo SEC. As membranas

em sua forma natural (in natura) foram igualmente caracterizadas, recebendo a denominagido NAT.
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2.4 ANALISE ESTATISTICA

Para determinar as varidveis mais significativas para as respostas analisadas (espessura em
(mm) e massa em (g)), foi preparada uma matriz de planejamento fatorial 2% As variaveis indepen-
dentes (fatores) foram a concentragdo do agucar ¢ o tempo de fermentacao. A variavel dependente
(resposta) foi a espessura e a massa das membranas.

Como foram realizadas triplicatas de cada ensaio, foram calculadas a média, a variancia, a
variancia experimental, o erro experimental, a variancia e o erro do efeito, e o valor de t. Todas as ana-
lises estatisticas foram conduzidas no software gratuito Octave. A férmula da variancia experimental
utilizada ¢ demonstrada na Equagéo 1, onde x, refere-se aos valores observados, E o valor médio das

observagoes, € n ¢ o numero de observagdes ou réplicas (Pereira; Pereira-filho, 2018).

Variancia = X(x_I — x )’/(n—1) )
Em seguida, foi determinado o erro experimental na equagao 2, dado por:
Erro experimental = V(Z(x_1 — x)?/(n — 1)) )
Ja o erro de um efeito foi calculado através da equagao 3.

Erro do efeito = (2 x Erro experimental)/N(n x 2"k ) 3)

Onde n e k referem-se a quantidade de réplicas realizadas. Para gerar os graficos foi utilizado
o seguinte comando no software Octave: ([efeito, porc, erro_efeito] =fabi_efeito (X,y,erro do efeito,
t), onde o X refere-se a matriz do planejamento, enquanto o y a resposta a ser analisada (espessura e
massa). Os valores do erro do efeito e o valor de t foram determinados a inseridos no comando para
a geragao dos graficos de porcentagem dos efeitos e de probabilidade. A porcentagem dos efeitos foi

determinada através da equacao 4. Para a anélise estatistica foi considerado um grau de confianca de

95% (Pereira; Pereira-Filho, 2018).

Porcentagem do efeito = Efeito/X(Efeito®) X 100 “)
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3 CARACTERIZACOES

3.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

As andlises por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foram
conduzidas em amostras de CBK com 7 e 21 dias de cultivo, nas formas secas e in natura, purificadas
em H20 e NaOH. As medigdes foram realizadas em um espectrometro Perkin Elmer Spectrum 65,
equipado com modulo ATR, abrangendo a faixa espectral de 4000 a 400 cm™, com 16 varreduras e

resolucao de 4 cm™, com o objetivo de verificar a condi¢do de purificagdo mais adequada.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTO DA CBK

A Tabela 1 apresenta os valores de massa das membranas de CBK apds 7 e 21 dias de cultivo

e a Tabela 2, as respectivas espessuras determinadas nos mesmos periodos.

Tabela 1 - Massa das membranas de CBK obtidas em 7 e 21 dias.

Amostras 7 dias (g) Média (g) Desvio Padrio 21 dias (g) Média (g) Desvio Padrio
Refinado 2,5% 9.5 4 57 6,4 2,07 21,6 36,7 40 32,76 7,44
Refinado 10% 3,5 8,1 4 5,2 1,93 19,8 18,7 20,3 19,6 0,60

Fonte: Elaborado pelos proprios autores.

Tabela 2 - Espessura das membranas de CBK obtidas em 7 e 21 dias.

Amostras 7 dias (mm) Média (mm) Desvio Padrao 21 dias (mm) Média (mm)  Desvio Padrao
Refinado 2,5% 2 1,03 1,2 1,41 0,52 6,56 10,73 11,25 9,51 2,57
Refinado 10% 0,8 1,81 0,71 1,10 0,61 5,46 5,11 6,31 5,62 0,62

Fonte: Elaborado pelos proprios autores.

Sabe-se que a produtividade da CB depende de diversos fatores, dentre eles a composicao do
meio de crescimento como nutrientes (fonte de carbono, fonte de nitrogénio, microelemento, entre
outros), pH, temperatura de incubacao, oxigénio dissolvido, viscosidade do meio de cultivo, além do
método de cultivo (estatico ou agitado), indculo e caracteristicas relacionadas a essas cepas como a
idade e viabilidade das mesmas (Almeida, et al., 2024).

O principal fator que influenciou o rendimento da produ¢do de CBK neste estudo foi o tempo
de fermentacdo, de acordo com a tabela 1. Observou-se que o rendimento em 21 dias foi significativa-
mente superior ao de 7 dias (Charoenrak, et al., 2023).

Tal dado ¢ corroborado pelos dados apresentados na Figura 1, que apresenta o grafico de por-
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centagem dos efeitos (A) e o grafico de probabilidade (B) para a espessura e massa medidas durante
o periodo de crescimento da CB.

Figura 1 - Grafico de porcentagem dos efeitos (A) e de
probabilidade (B) para a espessura e a massa obtidas das membranas.
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Fonte: Elaborado pelos proprios autores.

De acordo com o grafico de porcentagem dos efeitos (A), percebe-se que, para a espessura,
o tempo de fermentagdo foi a varidvel mais significativa. Identificado como Efeito nimero 2, sua
participagdo foi de aproximadamente 82% dos efeitos, o que demonstra que o tempo de fermentacgao
¢ crucial para o aumento da espessura das membranas. Por outro lado, a concentragdao do actcar de-
merara, identificada como Efeito nimero 1, apresentou menos de 10% de participag@o na variagao da
espessura (Pereira; Pereira-Filho, 2018).

Ja na analise do grafico de probabilidade (B), nota-se que o Efeito nimero 1 (concentracio do
aclcar) tem um impacto negativo na espessura da amostra, porém ¢ significativo, por se encontrar
fora do intervalo de confianca (as linhas verticais vermelhas). Ou seja, a concentragao de agiicar pode
diminuir em até 2 mm a espessura das membranas. Ja o Efeito nimero 2 (tempo de fermentagdo)
exibe um efeito bastante significativo, onde maiores dias de fermentagao (como 21 dias) podem levar
a um aumento de aproximadamente 6 mm na espessura das membranas preparadas, similar ao repor-
tado por outros trabalhos na literatura (Bodea et al. 2021). Por fim, o efeito nimero 3 (interagdo entre
as variaveis 1 e 2) ndo se mostrou estatisticamente significativo (Pereira;Pereira-Filho, 2018).

Com relagdo ao grafico de porcentagem dos efeitos (A) para a massa, observa-se novamente
que o efeito numero 2 (dias de fermentagdo) apresenta uma contribuicao de 80% para a massa total
das membranas. Por outro lado, o efeito numero 1 (concentragdo do acticar) demonstrou menos de

10% de participacdo na variacdo da massa aferida. Quanto ao grafico de probabilidade (B) para a
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massa, nota-se que os efeitos 1 e 3 nao sdo estatisticamente significativos, uma vez que se encontram
dentro do intervalo de confianga. Similarmente ao observado em relagao a espessura, o efeito nimero
2 também foi estatisticamente significativo, indicando que um maior periodo de fermentagdo (como
21 dias) pode aumentar a massa das membranas em até 20 g. Tal valor ¢ similar aos reportados na
literatura, onde se obteve um rendimento de 13,85 g/L até o 15° dia (Yanti; Ahmad; Muhiddin, 2018).

Para complementar a analise dos resultados, foi elaborado um grafico em barras, conforme
apresentado na Figura 2 Esse grafico tem como objetivo destacar visualmente as melhores condigdes

para se obter uma membrana de CBK com uma melhor espessura e peso.

Figura 2 - Grafico em barras das espessuras e massas das CBK.

Massas das CBK Espessuras das CBK
35 10
9
» ]
25 7
20 6
H
15 1
10 3
s 2
1
i | |
7 dias 21 dias 7 dias 21 dias
= Refinado 2,5% = Refinado 10% mRefinado 2,5% = Refinado 10%

Fonte: Elaborado pelos proprios autores.

4.2 OBTENCAO E PURIFICACAO DAS MEMBRANAS DE CBK

As membranas de CBK foram produzidas a partir da fermentag¢do da bebida Kombucha por

periodos de 7 e 21 dias (Figura 3).

Figura 3 - CBK umida (A) e seca (B) apds 21 dias de fermentagao.

A diferenca de pH observada entre os métodos de purificagdo estd de acordo com o relatado
na literatura. Membranas lavadas apenas com agua destilada tendem a manter-se em meio acido
(pH ~3,5 - 4) devido a retengdo de compostos organicos e acidos residuais provenientes do processo

fermentativo da Kombucha, como acido acético, gluconico e outros metabolitos. Ja o tratamento com
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solu¢do de NaOH promove a neutralizacao desses acidos e a remog¢ao de impurezas, resultando em
valores proximos a neutralidade (pH ~7) (Agha, Kati, 2025, Souza, et al.,2021).

A etapa de purificacdo alcalina ¢ fundamental ndo apenas para a estabilizacdo do pH, mas
também para garantir maior pureza da CBK, removendo microrganismos, restos de polissacarideos e
substancias fenolicas (Souza, et al.,2021).

Assim, os resultados obtidos corroboram com trabalhos anteriores, reforcando a importancia
do tratamento com NaOH para a obtengdao de uma membrana de CBK com melhores propriedades

fisico-quimicas e reprodutibilidade em aplicag¢des posteriores.

4.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Os espectros de FTIR apresentados na Figura 4 permitem avaliar a estrutura quimica da CBK
e verificar possiveis alteragdes moleculares em funcdo do método de purificacdo e do tempo de cul-
tivo. As amostras submetidas a purificacdo em H-O (CBK H20) ou em NaOH 0,1 M (CBK NaOH)
foram analisadas apo6s cultivo de 7 e 21 dias e em duas condig¢des: seca (SEC) (Figura 4A) e in natura
(NAT) (Figura 4B).

Figura 4 - Espectros de FTIR das amostras de celulose bacteriana (CBK).
Em (A), amostras secas (SEC) e em (B), amostras in natura (NAT).
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Fonte: Elaborado pelos proprios autores.

Observa-se que o FTIR apresentou bandas caracteristicas da celulose, com destaque para
o estiramento O-H, em aproximadamente 3350 cm™, atribuido as hidroxilas da celulose e a agua
adsorvida, especialmente nas amostras in natura (Fig. 4B). Esta banda corresponde a vibragdo de
estiramento O-H das moléculas de agua, que se sobrepde ao estiramento O-H da propria celulose,
em concordancia com Sousa ef al., (2021). Nas amostras de CBK secas, conforme Fig. 4A, ¢ possivel
que essas bandas sejam reduzidas, possivelmente decorrente da remogao de agua e residuos celulares

v —

As bandas de estiramento C-H, em torno de 2900 cm™, devido a presenca de grupos CH e
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CH, da celulose, se apresentam mais nitidas nas amostras purificadas com NaOH. Tal comportamen-
to pode indicar aumento na ordem estrutural da celulose, refletindo um grau de cristalinidade mais
elevado, frequentemente associado a remog¢ao de impurezas (Patil et al., 2024).

Na regido em 1650 cm™, observa-se absor¢ao associada tanto ao estiramento C=0 de acidos
organicos produzidos durante a fermentagdo (ex.: dcido acético) quanto a deformacdo angular de
H-O-H da agua residual (Kalashnikova, et al., 2024). A auséncia da banda em 1536 cm™ nas amostras
tratadas com NaOH sugere remogao de residuos celulares, refor¢cando a eficacia da purificagao (Zhiyu
Li et al., 2023; Yuly et al., 2022).

A presenga de banda em torno de 1110 cm™, referente a vibragdo C-O-C, ¢é caracteristica
de éteres de celulose (Oliveira et al., 2015). Na regido de 1050 cm™, referente as vibragdes C-O de
alcoois secundarios e ligagdes éter da celulose, observa-se vibragdes de alongamento das ligagdes
glicosidicas C-O-C (Hwang, et al., 2025), as amostras tratadas com NaOH apresentaram uma banda
mais definida, evidenciando que a remog¢ao de impurezas permite uma caracterizacao mais clara da
estrutura da celulose (Barud et al., 2015; Pandey et al., 2024; Sederaviciite et al., 2019).

Portanto, os resultados do FTIR demonstram que o processo de purificagdo com NaOH pro-
move a remogao de residuos celulares e compostos fermentativos, neutraliza o pH da membrana e
evidencia as caracteristicas estruturais da celulose, além de possivelmente aumentar seu grau de

cristalinidade.
5 CONCLUSAO

Este estudo concluiu que o tempo de fermentagao constitui o fator mais critico para o rendi-
mento da CBK, enquanto a purificagdo alcalina ¢ determinante para sua qualidade final. Um periodo
de cultivo de 21 dias resultou na maxima produtividade.

Além disso, o tratamento com NaOH mostrou-se essencial para a remogao eficaz de residuos
fermentativos, conforme evidenciado por andlises de FTIR, produzindo um biomaterial significativa-
mente mais puro do que o obtido apenas por lavagem com agua.

Assim, a estratégia mais eficiente para a obten¢ao de CBK de alto rendimento e elevada qua-

lidade consiste em um cultivo prolongado seguido de purificagdo quimica com NaOH.
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