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RESUMO

Estudo da producéo de celulose bacteriana por consorcio microbiano a partir de diferentes
chas e concentragfes de agucar.

A kombucha geralmente € produzida a partir do ch& verde/preto adocicado, ao qual é
adicionada um consorcio simbiotico de bactérias acéticas e leveduras (SCOBY). Essa
bebida tem sido cada vez mais consumida por aqueles que buscam uma dieta equilibrada.
O mercado de kombucha apresentou crescimento nos ultimos tempos, devido ao baixo
investimento para iniciar o ramo e pela disseminacao dos beneficios dessa bebida para a
comunidade. O SCOBY é responsavel por transformar o actcar e componentes do cha
em etanol, diéxido de carbono, acidos organicos e celulose bacteriana (CB). A CB € um
biopolimero promissor para fins industriais, pois a forma de obtencdo dessa a torna livre
de impurezas como lignina e pectina, além de diminuir o custo final do produto e reducéo
dos impactos ambientais causados por sua producdo. Porém, o custo para producao
convencional de CB é oneroso e com baixo rendimento. Tendo em vista o beneficio
econdmico na producdo de CB a partir da kombucha, além do beneficio ambiental o
objetivo desse trabalho foi caracterizar a celulose bacteriana, formada a partir do cha preto
e cha verde e com diferentes concentracdes de acucar. Comparando a utilizacdo de cha
preto e cha verde (com concentracdes de 6,0 g/L de cha e 50,0 g/L de agucar) conclui-se
gue a CB a partir do cha preto apresentou maior massa final e maior estabilidade térmica,
pelos resultados da andlise termogravimétrica. Por meio dos célculos do percentual de
agua, capacidade de retencdo de agua e percentual de reducéao foi possivel concluir que
a CB é altamente hidrofilica. Com o ensaio de espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier, foi comparado os grupos funcionais presentes na CB da
kombucha com os grupos funcionais da CB de cepa pura. ApGs a escolha do ché foi feito
a variacao da concentra¢do de agucar (25,0; 37,5 e 50,0 g/L) e observou-se que as CBs
finais tiveram pouca diferenca entre os valores de massa, além de apresentarem curvas
de crescimento semelhantes. Através da anélise de DNS obteve-se as curvas de consumo
de sacarose e pelo calculo do percentual de consumo de acgucar foi possivel concluir que
nos 6 primeiros dias 0 meio com concentracdo de 37,5 g/L apresentou maior consumo.
Através da analise bacteriologica realizada certificou-se a presenca das espécies
Komagataeibacter intermedius, Komagataeibacter rhaeticus e Gluconobacter

kanchanaburiensis na CB formada a partir do cha preto.

Palavras-chave: Celulose bacteriana, kombucha, concentragédo de agucar, cha preto, cha

verde.



ABSTRACT
Study of bacterial cellulose production by microbial consortium from different teas and

sugar concentrations.

Kombucha is usually produced from sweetened green/black tea, to which is added a
symbiotic consortium of acetic acid bacteria and yeast (SCOBY). This beverage has been
increasingly consumed by those seeking a balanced diet. The kombucha market has
shown growth in recent times, due to the low investment to start the business and the
dissemination of the benefits of this beverage to the community. SCOBY is responsible for
transforming the sugar and tea components into ethanol, carbon dioxide, organic acids,
and bacterial cellulose (CB). CB is a promising biopolymer for industrial purposes, because
the way to obtain it makes it free of impurities such as lignin and pectin, besides reducing
the final cost of the product and reducing the environmental impacts caused by its
production. However, the cost of conventional CB production is expensive and has a low
yield. In view of the economic benefit in the production of CB from kombucha, besides the
environmental benefit, the objective of this work was to characterize the bacterial cellulose,
formed from black tea and green tea and with different concentrations of sugar. Comparing
the use of black tea and green tea (with concentrations of 6.0 g/L of tea and 50.0 g/L of
sugar) it was concluded that the CB from black tea showed greater final mass and greater
thermal stability, by the results of thermogravimetric analysis. By calculating the
percentage of water, water holding capacity and percentage of reduction it was possible to
conclude that the CB is highly hydrophilic. With the Fourier transform infrared spectroscopy
test, the functional groups present in the kombucha CB were compared with the functional
groups of the pure strain CB. After choosing the tea, the sugar concentration was varied
(25.0; 37.5 and 50.0 g/L) and it was observed that the final CBs had little difference
between the mass values, besides presenting similar growth curves. Through the DNS
analysis the sucrose consumption curves were obtained and by calculating the percentage
of sugar consumption it was possible to conclude that in the first 6 days the medium with
the 37.5 g/L concentration presented the highest consumption. Through the bacteriological
analysis performed, the presence of the species Komagataeibacter intermedius,
Komagataeibacter rhaeticus and Gluconobacter kanchanaburiensis was certified in the CB

formed from black tea.

Keywords: Bacterial cellulose, kombucha, sugar concentration, black tea, green tea.



RESUMEN
Estudio de la produccién de celulosa bacteriana por consocio microbiano a partir de

diferentes tés y concentraciones de azucar.

La kombucha se produce generalmente a partir de té verde/negro azucarado, al que se
aflade un consorcio simbiotico de bacterias acéticas y levaduras (SCOBY). Esta bebida
es cada vez mas consumida por quienes buscan una dieta equilibrada. EI mercado de la
kombucha ha mostrado un crecimiento en los ultimos tiempos, debido a la baja inversion
para iniciar el negocio y a la difusion de los beneficios de esta bebida entre la comunidad.
La SCOBY se encarga de transformar el aztcar y los componentes del té en etanol,
diéxido de carbono, acidos organicos y celulosa bacteriana (CB). La CB es un biopolimero
prometedor para fines industriales, ya que la forma de obtenerla la hace libre de impurezas
como la lignina y la pectina, ademas de reducir el coste final del producto y disminuir los
impactos ambientales causados por su produccién. Sin embargo, el coste de la produccion
convencional de CB es caro y con bajo rendimiento. En vista del beneficio econdémico en
la produccion de CB a partir de kombucha, ademas del beneficio ambiental el objetivo de
este trabajo fue caracterizar la celulosa bacteriana, formada a partir de té negro y té verde
y con diferentes concentraciones de azucar. Comparando el uso de té negro y té verde
(con concentraciones de 6,0 g/L de té y 50,0 g/L de azucar) se concluy6 que el CB a partir
de té negro presenté mayor masa final y mayor estabilidad térmica, por los resultados del
analisis termogravimétrico. Calculando el porcentaje de agua, la capacidad de retencion
de agua y el porcentaje de reduccién se pudo concluir que el CB es altamente hidrofilico.
Con la prueba de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, se compararon
los grupos funcionales presentes en el CB de kombucha con los grupos funcionales del
CB de cepa pura. Después de la eleccion del té se hizo la variacién de la concentracion
de azucar (25,0; 37,5y 50,0 g/L) y se observo que los CBs finales tenian poca diferencia
entre los valores de masa, ademas de presentar curvas de crecimiento similares. A través
del analisis DNS se obtuvieron las curvas de consumo de sacarosa y calculando el
porcentaje de consumo de azucar se pudo concluir que en los primeros 6 dias el medio
con concentracion de 37,5 g/L presentd mayor consumo. A través del analisis
bacteriologico realizado, se certificoO la presencia de las especies Komagataeibacter
intermedius, Komagataeibacter rhaeticus y Gluconobacter kanchanaburiensis en el CB

formado a partir de té negro.

Palabras clave: Celulosa bacteriana, kombucha, concentracion de azucar, té negro, té

verde
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1. Introducao

Refeicdbes a base de alimentos probidticos, prebidticos e simbidticos tem
incentivado diversas pesquisas, seja para combater doencgas, aumentar imunidade,
regular a saude intestinal e aumentar a expectativa de vida dos seres humanos
(FERREIRA, 2022). Esses alimentos favorecem a microbiota intestinal, tornando-os de
extrema importancia para a saude humana (BIELECKA et al., 2002). Com o equilibrio da
microbiota a imunidade é favorecida e consequentemente ha o aumento da qualidade de
vida do individuo que consome alimentos a base de probiéticos, prebidticos e simbioticos.
Diante disso a pesquisa da bebida fermentada a base de cha adocado, a kombucha, vem
apresentando crescimento nos ultimos tempos. Esse liquido possui a presenca de acidos
organicos e propriedades probioticas que auxiliam na regulagéo intestinal, tornando-o um
alimento de interesse humano e de estudos (FERREIRA, 2022).

Geralmente produzida a partir do cha verde ou preto adocicado, ao qual é
adicionada a chamada “méae do kombucha” (uma pelicula de celulose bacteriana contendo
um consoércio simbiético de bactérias acéticas e leveduras), a kombucha é uma bebida
obtida a partir do processo de fermentacdo e que possui caracteristicas refrescante,
agridoce e levemente carbonatada (LEONARSKI, 2021). Essa tradicional bebida
fermentada tem sido cada vez mais consumida por aqueles que buscam uma dieta
equilibrada e os beneficios proporcionados pelo seu consumo, como: curar varios tipos de
doencas comuns (artrite, cancer, dores de cabeca e problemas digestivos) (KALIFAWI et
al., 2014), além reduzir o nivel de colesterol, prevenir problemas circulatérios e digestivos,
retardar o envelhecimento, melhorar o metabolismo e a visdo, diminuir a incidéncia de
inflamagdes, entre outros (JAYABALAN et al., 2014).

De acordo com a Kombucha Brewers International (KBI) o mercado de kombucha
apresentou um crescimento significativo que tende a se manter devido ao baixo
investimento para iniciar o ramo e pela disseminacgéo dos beneficios dessa bebida para a
comunidade.

O cha adocicado sofre acdo de um filme constituido por celulose, o SCOBY
(simbiotic culture of bacteria and yeast), durante e ao final do processo fermentativo tém-
se duas partes distintas: a pelicula celulésica e um caldo em forma liquida (BLAUTH,
2019). O SCOBY é responsavel por realizar varias reacdes bioquimicas durante o
processo de fermentacdo, destacando entre elas a transformacdo do acucar e

componentes do cha em: etanol, diéxido de carbono, acidos organicos (acético, latico,
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glucoronico e citrico) e celulose bacteriana (CB) (EMILIJANOWICZ & MALINOWSKA-
PANCZYK, 2020).

A CB é um produto da fabricacdo da kombucha pouco explorado, apesar da grande
guantidade que pode ser produzida. Em geral, a CB da kombucha é composta por fibrilas
de celulose pura e possui boa capacidade de retencdo de agua, alta cristalinidade e
termoestabilidade, similar as caracteristicas da CB produzida em meio sintético (DIMA et
al., 2017; EMILIJANOWICZ et al., 2020). Esse biomaterial € comumente utilizado na
engenharia de tecidos, alvo de diversas pesquisas quanto a aplicacao e utilizacdo nas
areas da saude, tratamento de efluentes, eletrénica e cosmetologia (KESH, 2014), além
de possuir estrutura nanomeétrica, alta absorcdo de agua, biocompatibilidade, melhor
resisténcia mecanica e alta pureza (PHISALAPHONG et al., 2008). Todas essas
propriedades tornam a CB um material com potencial para vérias aplicacdes (PUTRA et
al.,, 2008). Porém, o custo para producdo convencional de CB é alto, com baixos
rendimentos, tornando oneroso o processo de obtencao desse biopolimero (COSTA et al.,
2017).

A celulose vegetal, que é comumente utilizada nas industrias, possui impurezas e
apresenta alta quantidade de lignina ou hemicelulose e em seu processo de purificacao
podem ser gerados grandes quantidades de residuos, além da possibilidade de
contaminagdo do solo (DOMENEGHETTI et al, 2019). Portanto, surge entdo a
possibilidade de substituicdo da celulose vegetal pela celulose bacteriana.

Tendo em vista o beneficio econdmico na producdo de CB a partir da kombucha,
além do beneficio ambiental o objetivo desse trabalho foi comparar as CBs, formadas
através do processo fermentativo do cha, a partir de fontes diferentes de nitrogénio e a

partir de diferentes concentracdes de acucar.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Gerais

Sintetizar e caracterizar a celulose bacteriana, formada a partir da fermentacéo da
kombucha e analisar a interferéncia da fonte de nitrogénio e concentracédo de acucar, no

substrato, para formacéo da CB.

2.2. Objetivos Especificos

1) Avaliar o cha preto e cha verde na producéo da celulose bacteriana durante o
periodo de 15 dias de cultivo;

2) Avaliar a concentracao (25, 37,5 e 50 g/L) de acgucar na formacao da celulose
bacteriana, a partir do cha escolhido, nos periodos 3, 6 e 9 dias.

3) Caracterizar a membrana de celulose bacteriana nos dois processos - a partir
dos diferentes chas e a partir de diferentes concentracbes de acUcar -e

comparar com a membrana de CB obtida pela cepa pura.
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3. Revisao da Literatura

3.1. Kombucha

Uma bebida que esta se tornando popular no mercado brasileiro e que esta
ganhando espaco no cardapio daqueles que buscam melhorar a alimentacéo, é o cha de
kombucha (BRUSCHI et al., 2018). Esse liquido consiste em uma associacao simbidtica
de bactérias e leveduras (SANTOS, 2016) e foi durante muito tempo conhecida como o
ch& da imortalidade (KAUFMANN, 2013).

Fermentada, refrescante, agridoce e levemente carbonatada, a kombucha é obtida
partir do ch& preto acucarado ao qual € adicionada uma pelicula de celulose bacteriana
contendo um consorcio simbiotico de bactérias acéticas e leveduras, também chamado
de SCOBY. O cha verde também pode ser utilizado juntamente com o cha preto ou
isoladamente. A Instrucdo Normativa n. 41 (IN 41) elaborada pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) especifica os principais ingredientes para
a producao de kombucha: dgua potavel, extrato aquoso ou infusdo de Camellia sinensis,
acucares, leveduras e cultura de bactérias proprias que promovem a fermentacao
alcoolica e acética (BLAUTH, 2019).

De forma resumida, prepara-se o substrato (cha e agucar) com a concentracao
desejada e apéds o resfriamento do liquido adiciona-se o0 SCOBY a temperatura ambiente
e dessa forma acontecera a fermentacdo entre 7 e 10 dias (BRUSCHI et al., 2018).
Segundo Chen e Liu (2000), a contagem das leveduras e células bacterianas aumenta até
14 dias de fermentacao tanto no SCOBY (mae e filho) quanto no caldo. As caracteristicas
da kombucha variam muito e dependem de diversos fatores, entre eles o tempo de
fermentacdo, o substrato utilizado e os microrganismos presentes no SCOBY (SANTOS,
2016).
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Figura 1 — Formacao do SCOBY filho a partir de um SCOBY mée durante a fermentacao

da kombucha
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A partir de diferentes concentracdes de nitrogénio e sacarose pode-se obter a
kombucha. A variacdo da concentracdo de sacarose e nitrogénio influencia no brilho do
filme celuldsico formado (BETLEJ ei al., 2021). Em diversas pesquisas sdo analisadas
variadas concentracfes, fontes de acucar e fontes de nitrogénio na formacdo da CB
(BLAUTH, 2019). Batista (2019), em seu estudo, variou ndo somente a fonte de nitrogénio
(cha preto e cha verde) como também a fonte de carbono (agucar e mel) para avaliar qual
substrato favoreceu mais o rendimento da pelicula celulésica formada durante a
fermentacdo da kombucha. De acordo com seus resultados a utilizacdo do cha preto com
mel teve rendimento quase trés vezes maior ao comparado com o cha preto com acucar,
ch& verde com mel e cha verde com acucar.

Goh et al. (2012), variou a concentracdo de acucar (50 a 250 g/L) no substrato,
utilizando cha preto, e concluiu que a concentracdo de 90 g/L de acucar apresentou o
maior rendimento de CB.

Kalifawi et al. (2014), avaliou o efeito de diferentes concentragdes de cha e acucar
no rendimento da CB formada a partir de kombucha, e concluiu que o maior rendimento
foi utilizando 10 g/L de cha e 100 g/L de acucar.

De acordo com Kallel et al. (2012), uma boa producéo dessa bebida pode ser obtida
a partir de 100 g/L de sacarose e 12 g/L de cha, enquanto Pure et al. (2016) utilizou 20
g/L de acucar e 10 g/L de cha.
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De acordo com o Blauth (2019), a concentracéo de 50 g/L de sacarose produz as

maiores quantidades de etanol e de acido latico.

3.1.1. Beneficios da Kombucha

Estudos comprovam que a kombucha possui propriedades antibacterianas,
antioxidantes, antidiabéticas, capacidade de auxiliar o sistema imunoldgico, estimular a
desintoxicacdo do figado e reduzir a concentracdo de colesterol (VILLARREAL-SOTO,
2018; KAPP et al., 2018), além de apresentar minerais originarios do cha: como potassio,
manganés, ions de fldor; vitaminas: C, E, K, B; aminoacidos e outros compostos que sao
formados (BHATTACHARYA et al., 2016).

Ha relatos que o consumo de kombucha cura algumas doencas como artrite,

cancer, hepatotoxicidade, indigestéo, entre outras (KALIFAWI et al., 2013).

3.1.2. Ingredientes empregados na producao da kombucha e as contribuigdes no

processo fermentativo

Para que ocorra o processo fermentativo e consequentemente a producédo de
kombucha, €& necessario suprir as necessidades nutricionais dos microrganismos
presentes no SCOBY. Apesar de serem diversificadas, eles utilizam nutrientes simples em
suas vias metabdlicas como &agua, oxigénio, carbono, nitrogénio e alguns elementos
minerais. Os principais ingredientes utilizados na producdo da kombucha sdo os chas e

outras infusGes e aclcares e outras fontes de carbono (BLAUTH, 2019).

O ch4, ou outra infuséo utilizada, proporciona muitos dos componentes requeridos
pelos microrganismos para seu crescimento, como nitrogénio, carboidratos e vitaminas,
além de contribuir para as caracteristicas sensoriais do produto apés a fermentacéo. De
maneira geral, comumente o cha preto e o acucar refinado séo substratos utilizados para
a preparacao da kombucha (JAYABALAN et al., 2016). E durante a producao as principais
alterac6es quimicas acontecem (BLAUTH, 2019). Atualmente, a preparacdo de kombucha
ndo estd mais limitada a utilizacdo de chas, em especial o preto e o verde. Qualquer
extrato de planta comestivel misturado com a quantidade certa agucar pode ser utilizado
para o preparo da kombucha, levando em consideragdo que os constituintes ndo afetem
ou inibam a producao do SCOBY (VITTAS et al., 2013).
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Os microrganismos envolvidos na producdo de kombucha s&o os
guimiorganotroficos (tem como fonte de energia o carbono orgéanico). Portanto, a sacarose
€ a fonte de carbono mais utilizada para a fermentacdo da kombucha. A fonte de carbono
€ necessdria para a biossintese de diversos constituintes celulares dos microrganismos,
como os carboidratos, lipideos, acidos nucléicos. De maneira geral, as macromoléculas
das fontes de carbono sédo convertidas a unidades menores por enzimas
despolimerizantes. Através de caminhos metabdlicos dos microrganismos ocorre a
transformacao desses compostos em metabdlitos capazes de ser catabolizados por vias
centrais (BLAUTH, 2019).

As leveduras e bactérias presentes no SCOBY estédo envolvidas nas atividades
metabdlicas que utilizam sacarose. As leveduras sao responsaveis por hidrolisar a
sacarose por meio da invertase em acucares mais simples: frutose e glicose. Esses
acucares mais simples sao transformados em etanol, via glicolise, e produzem géas
carbdnico. As bactérias acéticas utilizam a glicose para produzir &cido glucénico, glicose
e frutose para produzir celulose e etanol para produzir acido acético (JAYABALAN et al.,
2014; MAY et al., 2019). As bactérias acéticas também utilizam o acucar para produzir a
pelicula celulésica do SCOBY (JOSALA et al., 2016).

3.1.3. Microrganismos presentes

A microbiota presente na kombucha pode ser fracionada em duas partes: a
microbiota disponivel no liquido e a acomodada no filme celulésico (SCOBY) (SANTOS,
2016). De acordo com o processo fermentativo a microbiota podera ser diferente de
acordo com a localizagdo em gue se encontra, porém € possivel destacar as principais
familias, espécies e géneros de leveduras e de bactérias que estdo presentes em toda a
kombucha (EL-SALAM, 2012).

Os procariotos mais abundantes no SCOBY sdo as bactérias do género
Acetobacter e Gluconobacter. A bactéria Acetobacter xylinium (A. xylinium) é a principal
responsavel por criar a rede celuldsica flutuante na superficie do liquido. Essa rede é um
metabdlito secundario da fermentacdo da kombucha e serve como estrutura-base fisica
para o desenvolvimento simbiotico (BLAUTH, 2019). As principais bactérias identificadas
tradicionalmente no SCOBY s&o Acetobacter xylinoides, Komagataeibacter xylinus,
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Gluconacetobacter xylinus, Acetobacter aceti e Acetobacter pasteurianus (DUTTA et al.,
2019).

Além de bactérias acéticas existem muitas espécies de leveduras na kombucha.
Uma grande variedade ja foi encontrada, incluindo algumas espécies dos géneros
Saccharomyces, Saccharomicodes, Schizosaccharomyces, Brettanomyces/Dekkera,
Candida, Torulospora, Koleckera, Pichia, Mycotorula e Mycoderma (JAYABALAN et al.,
2014). De acordo com as analises feitas por Chakravorty et al. (2016) o género Candida
foi a levedura dominante nas duas por¢cdes da kombucha (biofime e liquido).
Diferentemente dos resultados apresentados por Marsh et al. (2014), que apresentou
dominancia de Saccharomyces e Zygosaccharomyces.

3.1.4. Composigao quimica

A composicao quimica da kombucha esta diretamente relacionada aos ingredientes
utilizados em sua fabricacéo e aos processos aplicados. A variedade de microrganismos
presentes no SCOBY e seus diferentes metabdlitos faz com que a bebida tenha

composicdo complexa e extensa (BLAUTH, 2019).

Ao reunir os componentes predominantes na kombucha podemos destacar os
acidos glucénico e acético, ambos produzidos pelas bactérias acéticas, o primeiro a partir
da glicose e 0 segundo a partir do etanol. Outros acidos presentes em menor quantidade,
produzidos por bactérias acéticas, sdo os glicorbnico, citrico, lactico, malico, tartarico,
malbnico, oxalico, succinio, piravico e uUsnico (JAYABALAN et al.,, 2014). A presenca
desses acidos torna o produto fermentado uma bebida com pH baixo, geralmente préximo
a 3 (COTON et al., 2017).

Os componentes majoritarios da kombucha de ché preto séo: acido acético, acido
gluconico, etanol, agucar redutor, Teaflavinas, Tearubiginas, cafeina e o acido D-sacéarico-
1,4-lactona (DSL) (BLAUTH, 2019). Outros componentes minoritarios da kombucha séo
provenientes dos microrganismos presentes e da fermentacdo conduzida por eles, como
o diéxido de carbono, enzimas (invertase e amilase), proteinas e o DSL. Vitaminas B2, B6
e C, caroteno, enzimas (polifenoloxidases), purinas pigmentos polifendis e minerais sao
provenientes do cha (CHAKRAVORTY et al., 2019).
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3.2. Celulose

A celulose (CsH100s5) é 0 composto organico mais abundante e renovavel da
natureza, considerado um dos biopolimeros mais promissores (DUARTE et al., 2019).
Biodegradavel, atoxica e ndo-alergénica, a celulose possui grandes aplicacdes na
indastria de papel e celulose, industria madeireira etc. Na natureza, ela pode ser
encontrada em diferentes formas de vida como em plantas verdes, protozoarios, fungos,
bactérias e pode ser extraida de vegetais ou sintetizada por micro-organismos para a
confeccao de diversos produtos como papeis e fibras, emulsificante, agente dispersante,
agente gelificante, entre outros (DONINI et al., 2010; SILVA et al., 2009).

Entre janeiro e setembro de 2022 a producgéo brasileira de celulose alcangou 18,5
milhdes de toneladas e em 2020 o pais liderou o ranking mundial, ao exportar mais de 15

milhdes de toneladas e o tornando um grande fornecedor desse insumo (EPE, 2020).

A estrutura da celulose € linear, constituida por repetidas unidades de [B-D-
glicopiranoses unidas, em cadeias longas, por ligacdes glicosidicas do tipo B (1—4). Esta
unidade repetitiva, conhecida como celobiose, contém seis grupos hidroxila responsaveis
por estabelecer pontes de hidrogénio intra e intermoleculares. Essas pontes fazem com
gue a celulose possua tendéncia de se aglomerar em cristais, tornando-a completamente
insoliivel em agua e na maioria dos solventes organicos (MOHITE & PATIL, 2014; IBA,
2019).

A celulose é obtida, industrialmente, a partir do processamento da madeira para
producdo de polpa celulésica, sendo assim denominada celulose vegetal. Enquanto a
celulose obtida por cultivo de micro-organismos (algas, fungos e bactérias) é designada
de celulose bacteriana (CB) (GOMES, 2011).

Uma das diferencas fundamentais entre a CB e a celulose vegetal é que a primeira
€ quimicamente pura, livre de lignina, hemicelulose e outros componentes naturais
presentes associados a celulose obtida de plantas. Esses componentes presentes na
celulose vegetal podem ser extraidos por um tratamento alcalino, seguido de
deslignificacdo. O processo de extracdo requer a utilizacdo de produtos quimicos
corrosivos, prejudiciais ao meio ambiente e responsaveis por maiores custos e tempo de
processamento, limita o uso da celulose em areas mais especificas como a biomedicina
(DUARTE et al., 2010). Além de tornar o processo de obtengdo complexo e ndo-amigavel
ambientalmente (BELGACEM e GANDINI, 2008; PHANTHONG et al., 2018; SHODA,
2005).
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No entanto, a CB tem sido amplamente estudada devido a sua pureza e
propriedades, tornando-a um biopolimero promissor (DONINI et al., 2010). Essa celulose
sintetizada apds o processo fermentativo, € composta por células microbianas, aclcares
e outros metabdlitos secundarios que sao removidos apdés um tratamento alcalino suave,

sendo o produto um biomaterial com alto grau de pureza (DUARTE et al., 2010).

3.2.1. Celulose bacteriana

A CB é um biopolimero promissor para fins industriais, pois a forma de obtencédo
dessa a torna livre de impurezas como lignina e pectina, além de diminuir o custo final do
produto e reducdo dos impactos ambientais causados por sua producédo (SHODA et al.,
2005).

A CB é um homopolissacarideo extracelular produzido por varias espécies de
bactérias, pertencentes aos géneros Komagataeibacter (antiga Gluconacetobacter,
Acetobacter), Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter,
Rhizobium, Sarcina, Salmonella, Escherichia, entre outras. Para a sua producéo,
destaca-se a bactéria Gram-negativa e aerdbia estrita Komagataeibacter hansenii,
conhecida por produzir celulose na forma de uma membrana na interface liquido/ar do
meio de cultivo. A via bioquimica mais compreendida envolve a conversao da glicose
como substrato exdgeno a celulose (SHODA e SUGANO, 2005; RECOUVREUX, 2008;
DONINI et al., 2010; HUANG et al., 2014; PFEFFER et al., 2017). As bactérias desse
género convertem etanol a acido acético, logo, apresentam uma alta capacidade de
tolerancia a substancia acidas e sdo capazes de converter varias fontes de carbono e
nitrogénio em celulose, mas o seu mecanismo de sintese ainda nao foi completamente
elucidado, porém, acredita-se que seja semelhante ao da K. xylinus, que comeca
sempre com o precursor de UDP-glicose e termina formando uma cadeia polissacaridica
(BROWN JR., 2004; CACICEDO et al., 2016; IGUCHI et al., 1988; KESHK, 2014;
RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015).

Durante a fermentacdo estdtica a membrana formada na interface ar/liquido
permite que as bactérias aerdbicas se movam para a superficie, possibilitando uma
maior facilidade para obtencdo de oxigénio para seu crescimento (CACICEDO et al.,
2016; DONINI et al., 2010). Devido ao carater higroscépio da CB o mecanismo de
flotacdo previne a desidratacdo do substrato e serve como protecdo contra a luz

ultravioleta, além de atuar como uma barreira contra o crescimento de outros
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microrganismos (DONINI et al., 2010; PORTELA et al.,, 2019; ROSS; MAYER,
BENZIMAN, 1991; SOUZA, 2014). Durante o processo de fermentacao, a celulose é
formada somente nas areas préximas da superficie e ndo em todo o meio de cultivo.
Enquanto o sistema for mantido imoével, a membrana se mantém suspensa na parede
interna do frasco por coesdo (TUREK, 2017). As bactérias contidas na membrana
podem ser facilmente removidas, pela imersdo em solucdes alcalinas diluidas em agua,
seguido pela lavagem exaustiva com agua (BARUD, 2010; IGUCHI; YAMANAKA,;
BUDHIONO, 2000).

Sua férmula quimica é a mesma que a celulose vegetal, mas seus aspectos fisicos
e quimicos sao distintos (REZAEE et al., 2008). A estrutura quimica da celulose bacteriana
esta apresentada na figura 2. Em dimensbes nanométricas a CB possui propriedades
distintas como a resisténcia mecanica, resisténcia a tracéo, possibilidade de insercdes de
materiais para obtencdo de compositos, alta capacidade de absorcdo de &gua,
biocompatibilidade e elevada porosidade. Além disso a membrana de CB possui diversas
aplicacfes biotecnoldgicas como regeneracao tecidual, desenvolvimento de biomateriais,

implante vascular artificial, entre outros (DONINE et al., 2010).

Figura 2 - Estrutura quimica da celulose bacteriana

Fonte: Pértile, 2007

As propriedades mecéanicas da CB podem ser comparadas a outros polimeros e
fibras complexas e sintéticas. Essas caracteristicas estao diretamente relacionadas a sua
estrutura cristalina de nano e microfibrilas. A combinacéo da alta cristalinidade com o seu
alto conteudo de agua é responsavel pela estabilidade térmica da CB, o que torna possivel
a sua esterilizacdo por autoclave (uma maneira simples e barata de esterilizacdo de
biomateriais, uma vez que poucos polimeros suportam altas temperaturas sem que ocorra
alguma alteracéo em suas propriedades) (CACICEDO et al., 2016). A alta porosidade e
capacidade de retencdo de agua, juntamente com a possibilidade de ser moldada em
gualquer formato e ser manipulada com diferentes biopolimeros tornam a CB um 6étimo

material para aplicacdes biomédicas.
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Diante de todos as propriedades comprovadas da CB, esse biopolimero tem sido
altamente investigado como um novo tipo de material com potencial para varias aplicacées
(PUTRA, 2008).

3.2.1.1 Degradacéao do polimero

A natureza do polimero, as condi¢cdes ambientais (sol, calor, umidade etc.), fator
bidtico (interacdo entre os seres vivos) e a assimilagdo por um microrganismo Vvivo
(bactérias, fungos e algas) sao fatores que influenciam no processo de degradacdo de um
polimero (CAMARGO, 2018).

De maneira geral a degradacédo da CB na natureza acontece através de processos
enzimaticos (PERTILE, 2007). Segundo Camargo (2018) a celulose bacteriana Gmida
apresentou menor tempo de degradacdo ao comparado com a celulose bacteriana seca.
A presenca da agua pode ser um facilitador de degradacdo, pois dessa forma os

microrganismos se locomovem mais facilmente para o interior da membrana.

3.2.2 Processos metabdlicos envolvidos na producéo da celulose bacteriana

A CB pode ser biossintetizada por varias espécies de bactérias pertencentes aos
géneros Acetobacter, Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes,
Azobacter, Escherichia, Komagataeibacter (Gloconacetobacter), Pseudomonas,
Rhizobium e Sarcina (HASSAN et al., 2015; HUANG et al., 2014; ZHIJUN et al., 2014).

Entre as bactérias produtoras mais eficientes destaca-se a espécie
Komagataeubacter xylinus (anteriormente, Gluconacetobacter xylinus). Essa bactéria tem
sido utilizada como modelo para estudos da biossintese, processos de cristalizacdo e
propriedades da celulose (DUARTE et al., 2019). Ela tem a capacidade de utilizar uma
variedade de substratos carbdnicos para sintetizar a celulose, como, por exemplo,
hexoses, glicerol, diidroxiacetona, piruvato e acido dicarboxilico. Dependendo do tipo de
substrato disponivel, a via de oxidagcdo utilizada pela bactéria pode ser a de pentoses
fosfato, no caso de carboidratos, ou ciclo de Krebs, no caso de &cidos orgéanicos e
compostos relacionados (SOUZA, 2014; DUARTE et al., 2019).

A biossintese ocorre em varias etapas e segundo Donini et al., trés etapas principais

podem ser destacadas:
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1. Polimerizacéo dos residuos de glicose em cadeias 1-4-glucana,;
Secrecao extracelular das cadeias lineares;

3. Organizacdo e cristalizacdo das cadeias de glucanas, por meio de
ligacbes de hidrogénio e forcas de Van der Walls dispostas
hierarquicamente em tiras.

O resultado desse processo € a formacdo de uma estrutura tridimensional
resistente denominado microfibrila. E a CB produzida a partir da bactéria K. xylinus
apresenta duas caracteristicas particulares: sua polaridade unidirecional e sua espessura
variavel.

A sintese da celulose por K. xylinus se da a partir da glicose transportada do meio
externo para o citoplasma da bactéria ou de fontes internas. A converséo é catalisada por
guatro enzimas, sendo elas: Glicoquinase, responsavel pela fosforilacdo do carbono 6 da
glicose, a Fosfoglicomutase que catalisa a reacdo de isomerizacdo da glicose-6-fosfato
para glicose-1-fosfato, a UDPG — pirofosforilase (glicose-1-fosfato uridililtransferase) que
sintetiza a UDP-glicose. A sintese da celulose, a partir de fontes enddgenas, ocorre a partir
da gliconeogénese que ocorre a partir do oxalacetato, via piruvato, devido a um
mecanismo de regulacdo ndo comum das enzimas oxalacetato descarboxilase e a
piruvato fosfato diquinase, que converte o piruvato fosfato em fosfoenolpiruvato (DONINE
et al., 2010).

A reacao de sintese da CB é um processo em que cerca de 10% do ATP gerado
no metabolismo bacteriano seja consumido. Portanto, a energia empregada para a

formacéo da CB € proveniente do metabolismo aerébio (DONINI et al., 2010).

3.2.3. Aplicagdes da celulose bacteriana

Diversas sdo as éareas de aplicacdo da celulose bacteriana, tornando esse
biopolimero de aplicabilidade extensa. Utilizada na industria de alimentos para produzir
nata de coco, sorvetes de baixas calorias, aperitivos, doces, espessante e soro para
reducdo do colesterol. Na industria de cosméticos € comumente utilizada como hidratante
e adstringentes, também é empregada na industria téxtil, além de participar do processo
de fabricacéo de aparelhos eletroacusticos, célula combustivel, aditivo para papel de alta
qualidade, membrana de ultrafiltracdo e membrana para recuperacdo de 6leo e mineral.
Na biomedicina tem despertado grande interesse para diversas aplicagdes como:
substituto temporario da pele para recuperacdo de ferimentos e queimaduras, liberacao

de farmacos, producdo de vasos sanguineos, recuperacdo de nervos e gengiva,
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recuperacdo da dura-mater, na engenharia de tecidos, revestimentos de stents e
biomaterial de regeneracdo 6ssea (RECOUVREUX, 2008; AMORIM, 2020). A figura 3
detalha algumas das possiveis aplicacdes da CB:

Figura 3 - Aplicacfes da celulose bacteriana produzida a partir da kombucha
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4. Metodologia

O estudo sera dividido em duas etapas (4.1 e 4.2).

Inicialmente foram fornecidas membranas (membrana méae), hospedadas em um
recipiente com inoculo, que foram produzidas anteriormente na produgcédo de kombucha.
A partir dessas membranas mae foram produzidas as membranas alvo da etapa 1 do
estudo.

O objetivo da primeira etapa € a escolha entre o cha preto ou o cha verde.

A segunda etapa consiste em produzir membranas a partir do cha escolhido
variando a concentracao de acgucar no substrato, e analisar a interferéncia dessa variacédo

ao longo de 3, 6 e 9 dias.

4.1.Sintese da membrana de CB a partir do cha verde e cha preto

A primeira etapa do estudo tem como objetivo sintetizar membranas a partir do cha
verde e do cha preto, e a partir da massa final da membrana produzida e das
caracteristicas fisico-quimicas escolher qual substrato sera responsavel pelo
desenvolvimento da segunda etapa do estudo.

Foram produzidas 4 amostras de cha preto e 4 amostras de cha verde a partir do

fluxograma a seguir disposto na figura 4:

Figura 4 - Fluxograma de producg&o da kombucha
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As amostras foram armazenadas em local seco, com pouca iluminacéo e condicao
estatica. Nessa primeira etapa o processo de cultivo foi de 15 dias.

A partir da formagdo das CBs, essas foram submetidas aos processos
esquematizados na Figura 5:

Figura 5 — Etapa dos processos de purificacdo e secagem da celulose

Purificagdo - NaOH
a 0,1 M por 50min,
agua destilada

v

Armazenamento
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com lavagens
diarias para
neutralizacéo do
pH do meio

v

Pesagem Umida
das CBs

v

Secagem em
estufa - 30°C, por
36h

Pesagem seca das
CBs

Caracterizagao
Fisico-Quimica

4.1.1. Purificacdo das membranas

As membranas formadas na superficie do meio de cultivo foram purificadas
conforme o método utilizado por Costa (2017). As membranas de celulose bacteriana
foram lavadas com agua corrente para remoc¢ao do cultivo remanescente e em seguida
tratadas em solugéo 0,1 mol/L de NaOH, em banho termostéatico a 80 °C por 60 min, para

remover impurezas bacterianas e outros contaminantes.

Apds o tratamento, as membranas foram lavadas com agua destilada até atingir o
pH neutro, para entdo serem pesadas (massa Umida) e direcionadas para a etapa de

secagem em estufa a 30 °C, durante 36 horas.
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4.1.2. Pesagem da massa umida

A amostra de CB, apds o processo de purificacdo, foi retirada com uma pinca da
agua destilada e seca em papel absorvente para a retirada do excesso de agua superficial
com pressao manual constante por 15 s. Apds esse processo a amostra foi pesada e com

iISSO obteve-se a massa Umida.

4.1.3. Secagem das membranas

Para secagem das membranas, foi utilizada estufa com circulacdo de ar (marca

Quimis), com temperatura de 30 °C, por 36 h.

4.2. Caracterizacéo fisico-quimica das membranas
4.2.1. Capacidade de retencao de agua (CRA)

Para determinar a CRA das membranas foi utilizado a equagéo 1:

massa umida—massa seca
CRA = (1)

massa seca

4.2.2. Percentual de agua (PA)

Para determinar o PA das membranas foi utilizado a equacéo 2 a seguir (HUANG

et al., 2010):

PA(%) _ (massa umida—massa seca) «100% (2)

massa seca

4.2.3. Percentual de reducéo (PR)

Para determinar o PR das membranas foi utilizado a equacgéo 3 a seguir

massa umida—massa seca

PR (%) = ( )* 100% (3)

massa umida
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4.2.4. Velocidade média de formacéo (Vm)

Para determinar a Vm de formacdo das membranas em cada periodo, foi utilizado
a equacao 4 a seguir:

Vm = Amassa CB (4)

Atempo

4.2.5. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O meétodo de espectroscopia FTIR é usado para investigar os componentes
guimicos e interacdes intermoleculares através da transmissao de ondas infravermelhas
em todo o material, medindo o nimero de onda de transmissdo em uma resolucdo de
4000-400 cm?.

Foram realizadas 16 varreduras por amostra, de 400 a 4000 cm, no modo de
refletancia total atenuada (ATR). O experimento foi conduzido no Laboratério de Materiais

da Univille, no equipamento Perkin EImer Spectrum.

4.2.6. Andlise termogravimétrica (TGA)

A fim de avaliar a estabilidade térmica das membranas de CB realizou-se a analise
de TGA. Essa andlise consiste em uma técnica destrutiva, envolvendo a medida da
variacdo de massa das amostras em estado sélido em funcdo da temperatura, em um

intervalo de tempo.

A analise foi realizada no equipamento TGA-Q50 (TA Instruments) do laboratério
de Materiais da Univille. As amostras foram aquecidas de 25 a 1000 °C a 10 °C/min, sob
atmosfera inerte (N2). As curvas termogravimétricas (TG) e a 12 derivada das mesmas

(DTG) foram obtidas pelo software TA Universal Analysis.

4.3. Sintese da membrana a partir do ché escolhido

Com base nos parametros analisados na primeira etapa (massa formada da CB,
resultados do TGA e FTIR) foi escolhido o melhor cha para a formacao de CB, com maior
valor de massa e maior estabilidade térmica. A partir do cha escolhido foram produzidos
substratos variando a concentracdo de acucar no meio (25, 37,5 e 50 g/L) durante o

periodo de 9 dias.
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Para avaliar a massa da membrana formada e a concentracdo de agucar no meio,
foram analisadas as amostras de CBs, em triplicatas, nos tempos 0, 3, 6 e 9 dias. Dessa
forma, foi possivel analisar a influéncia do tempo e da concentracdo de aclUcar no

crescimento da membrana.

A metodologia de purificacdo e pesagem Umida nessa etapa foi a mesma utilizada
na etapa anterior. Através dos valores obtidos de massa Umida e da concentracdo de
acucar em cada aliquota foi avaliado a interferéncia da concentracdo de aclUcar e da
massa do SCOBY no crescimento da CB.

4.3.1. Produtividade maxima e global

A fim de verificar a produtividade maxima de cada concentracao, foi calculado a
Produtividade global - Pgiobal - (equacao 4) e produtividade maxima - Pmax - (equacéo 5):

Média da massa de CB em 15 dias

Pglobal = 4

g 9dias ( )
, Maior valor de massa no periodo de 9 dias

Pmax = P (5)

Quantidade de dias desse valor

4.3.2. Composicéo bacteriolégica

A avaliacdo das bactérias presentes na membrana foi realizada por um laboratorio

biotecnoldgico, localizado em Floriandpolis/SC.

Através do Diagnostico Microbioldgico Digital (DMD) foi realizada a andlise de

sequenciamento de amplicons 16S (DMD Bactéria) com cobertura de 50k reads.

4.3.3. Consumo de concentragdo de agucar do meio

A sacarose € um dissacaridio, disponivel em variadas formas como: mascavo,
cristal, confeiteiro, refinado etc. Esse acgucar, ndo redutor, € formado pela ligacao entre a
frutose e glicose (MANHANI et al., 2014), e por esse motivo é necessario a etapa de
hidrolise para que possa ser utilizado a metodologia de acido dinitrosalicilico (DNS) para

a quantificacdo de sacarose no meio.
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Foi realizado a hidrélise acida da sacarose: em um tubo de ensaio foi adicionado
1mL do meio de cultivo e 1ImL de solucdo de HCI (2 N) e a solucao foi levada a fervura
por 15 minutos e posteriormente foi resfriada em banho de gelo. Em seguida foi adicionado
2 mL de solucdo de NaOH (1 N) para neutralizar a solugcdo. Posteriormente foi
determinado a concentracéo de sacarose no meio, através do método de DNS (MILLER,
1959).

Em novos tubos de ensaio foi colocado 1mL da solug&o hidrolisada (etapa anterior)
e adicionado 1mL da solucdo de DNS (3,5 acido dinitrosalicilico). Essa nova solucéo foi
submetida a fervura por 5 min, em banho maria, e posteriormente foi resfriada em banho
de gelo. Com a solucéo resfriada foi adicionado 10 mL de agua deionizada e foi realizado

a leitura em espectrofotometro LKB Biochrom a 540 nm.

As concentracdes de acucar foram determinadas com base na curva de calibracao

realizada com amostras padrdes (concentracao variando de 0 a 2 g/L).

4.3.3.1. Percentual de consumo de sacarose (PCS):

De acordo com os resultados obtidos no item 4.3.3, foi calculado o percentual
de consumo de sacarose (PCS) (equacéo 6) de cada concentracao (25,0; 37,5 e 50,0 g/L)

a fim de verificar qual das concentra¢des apresentou o maior consumo final de sacarose:

Concentracdo de sacarose no tempo 9

PCS = 100% — ( ) * 100% (6)

Concentracgao de sacarose no tempo 0

Foi calculado o consumo parcial (PCSp) nos tempos 3 e 6 dias, levando em

consideracao a concentracdo de sacarose anterior (equacao 7):

Concentracdo de sacarose no tempo em questao

PCSp = 100% — ( ) * 100% @)

Concentragio de sacarose no tempo anterior
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5. Resultados e Discusséao
5.1. Etapa 1 — Avaliacdo da sintese de CB a partir do cha verde e chéa preto
5.1.1. Pesagem Umida, CRA PA e PR

Apbs o processo de fermentacao, foi possivel notar que as membranas formadas a
partir do cha preto eram mais espessas e firmes, com maior consisténcia. Enquanto as
membranas formadas a partir do cha verde eram consistentes e firmes, porém com menor
espessura. Ao realizar a pesagem de cada membrana os valores obtidos justificaram o
maior volume das CBs obtidas a partir do cha preto.

Segundo Pértile (2007), as CBs Umidas possuem alta capacidade de retencao de
agua (hidrofilicidade), alta cristalinidade, uma rede de nanofibras e alta resisténcia a

tracao.

ApoOs os processos de purificacdo, secagem e a medicdo dos valores obtidos de
massa Umida e seca de cada amostra, foi calculado a capacidade de retencao de agua e

percentual de 4gua presente em cada amostra de celulose bacteriana.

Na tabela 1 estdo os valores obtidos de massa Umida, capacidade de retencéo e
percentual de cada cha:

Tabela 1 - Massa Umida, capacidade de retencdo de agua (CRA) e percentual de dgua
(PA) das membranas obtidas a partir do cha verde e cha preto

Massa Umida (g) CRA PA (%)
Cha 1,47 + 0,20 36,50 + 5,30 3654,00 + 531,60
verde
Ché preto 2,00+ 0,32 38,90 + 6,40 3890,00 + 636,40

Como resultado do processo de secagem as amostras tiveram sua massa reduzida,
devido seu alto percentual de agua e sua alta capacidade de retencéo de agua, justificados
através dos célculos de CPA e PA. A estrutura de rede 3D altamente porosa que é formado
na CB, confere a esse biomaterial a alta capacidade de retencdo de agua, que
normalmente € 60-700 vezes mais que sua propria massa seca. Devido a estrutura
superfina e seus grupos hidrofilicos sdo formados “tuneis” nas membranas, que sao
capazes de reter grande quantidade de agua (CHEN, 2014). Na tabela 2 estédo os valores

de massa seca das CBs ap0s 0 processo de secagem:
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Tabela 2 - Massa seca e PR das membranas obtidas a partir do cha verde e cha preto

Massa seca (g) PR (%)
Chéverde 0,04 £ 0,01 97 + 0,37
Ché preto 0,06 £ 0,02 98 + 0,54

O percentual de reducdo da massa das membranas a partir do cha preto foi maior,
devido seu maior percentual de agua (PA), conforme demonstrado na tabela 1. Porém
apesar dessa maior reducdo, a massa seca final do ché preto ainda superou a massa
seca do cha verde, demonstrando que o cha preto mais contribuiu para a formacdo do
SCOBY filho.

Como resultado da secagem obteve-se finas membranas de celulose, conforme
mostra a figura 6. Foi possivel notar a baixa resisténcia das CBs. De acordo com Pértile
(2007), as membranas néo purificadas apresentam valores significativos de resisténcia,
enquanto as amostras purificadas com NaOH possuem baixa resisténcia a tragéo devido
suas propriedades de absorcao, pois a ordenacao entre as fibras é reduzida e isso pode

contribuir para a reducdo da resisténcia mecanica.

Figura 6 - Celuloses bacterianas do cha verde e cha preto apds a secagem

—
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De acordo com o grafico de intervalos das membranas umidas (figura 7) obtidas a
partir do ch& verde e chéa preto, com intervalo de confianca de 95% para a média, ndo

houve variancia significativa entre as médias das massas:

Figura 7 - Grafico de intervalos da massa das membranas a partir do cha verde e cha
preto
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Porém o meio de cultivo utilizando o cha preto como substrato contribuiu para uma
maior massa de celulose bacteriana, conforme os valores obtidos da média da massa
Umida e seca. Portanto, considerando a massa como fator para escolha do cha, o cha

preto contribuiu para uma celulose bacteriana com maior valor de massa.

Batista (2019), em seu estudo observou que sob as mesmas concentragdes e
condicbes a membrana obtida a partir do ch& preto apresentou maior crescimento ao
comparada com o cha verde. Os nutrientes presentes no cha sdo essenciais para
crescimento dos microrganismos e para a producdo da pelicula celulésica. Apesar dos
chas possuirem a mesma composi¢cao, a propor¢ao de cada composto ndo € a mesma e
o grau de oxidacao de cada um também se diferencia. Todo beneficio do cha é transferido

para a kombucha, tornando essa bebida saudavel e benéfica para aquele que a consome.

Venturini (2010) definiu que o cha é a infusdo obtida pela escalda de folhas de cha
verdes (cha verde) ou fermentadas (ch& preto). No chéa preto, apesar de seu preparo ser
chamado de etapa de fermentacéo, as reacfes que determinam seu escurecimento sao
as de oxidacdo enzimatica. O cha verde se difere do cha preto quimicamente e
tecnologicamente. Em seu processo de obten¢éo ndo ha a etapa de oxida¢cdo como o cha

preto, e a atividade enzimatica das folhas € inibida mediante um tratamento térmico, com
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vapor ou calor seco logo apés sua coleta. Portanto, as caracteristicas do cha verde sao
determinadas pela composicao intrinseca das folhas no momento da coleta (BLAUTH,
2019).

5.1.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR estédo apresentados na figura 8, enquanto as principais bandas
obtidas para as amostras de CB a partir do cha verde (CBcv) e para as amostras de CB

a partir do ché preto (CBcp) estdo dispostos na tabela 3.

Figura 8 - Espectros de FTIR obtidos para as membranas de CB
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Tabela 3 - Atribuicdes dos grupos funcionais presentes nas amostras

N° de onda (cm?)

Atribuicdes CB.r  CB o CB o Referéncias
Estiramento O-H 3344 3340 3341 (RICCI et al., 2015)
Estiramento C-He 2896 2895 2895 (PECORARO et al., 2007)
CH>
Estiramento de 1641 1643 1643 (BARUD, 2010; GINDRI et al.,
c=C; 2020)
Deformagé&o Angular
H.O
COO- 1427 1428 1427 (GINDRI et al.,, 2020; SCHULZ;
BARANSKA, 2007)
Deformacgéo angular 1371 - 1361 (BARANSKA et al., 2005)
simétrica CHs
Estiramento C-O 1336 - - (BORGES et al., 2015)
Deformac&o 1315 1315 1315 (KACURAKOVA et al., 2002)
simétrica fora do
plano CH;
Estiramento C=0 1280 1273 - (GONZALEZ-RIVERA et al., 2021)
O-H aromético 1205 - - (BARUD, 2010)
Estiramento C-O 1161 1161 1161 (PECORARO et al., 2007)
Estiramento C-O 1109 1107 1108 (KACURAKOVA et al., 2002)
Estiramento C-C
Estiramento C-O 1055 1054 1054 (KACURAKOVA et al., 2002)
Estiramento C-C
Estiramento C-O 1032 1030 1030 (BORGES et al., 2015; FALCAO;
ARAUJO, 2013)
Deformacgéo 999 - 984 (BARANSKA et al, 2005;
simétrica fora do DZIMITROWICZ et al., 2019)
plano CH;
Deformagéo angular 895 - - (GEA et al., 2011)
C-H
=CH 748 - 712 (MENDEZ, 2017)
Deformagéo angular 664 663 664 (BARUD, 2010)

O-H

38
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Para as duas amostras observa-se valores proximos para cada grupo funcional,
diferenciando apenas a transmitancia entre as amostras, confirmando que se trata do
mesmo polimero. A amostra proveniente do cha verde apresentou maior transmitancia
guando comparada com a amostra proveniente do cha preto. Em ambas as amostras &
possivel notar a semelhanca dos agrupamentos ao comparado com a literatura (CBuT) e
a presenca de grupos hidrofilicos, que contribui para a retencéo de agua.

Todas as amostras apresentaram bandas com alta intensidade em 3340 cm™, que
pode ser atribuida ao estiramento axial dos grupos hidroxila, caracteristicos de compostos
organicos (RICCI et al., 2015; SILVA, 2018). O pico préximo a 2895 cm™ foi observado
nas duas amostras e pode ser atribuido as vibracdes de estiramento C-H e CH2. Em 1643
cm notamos o pico referente ao estiramento da dupla ligacdo entre carbonos (C=C) e a
deformacgédo angular da agua. No intervalo entre 1427 - 663 cm observa-se a presenca
dos grupos COO, a deformagéo angular CHs, ligagdo C-O, deformagéo simétrica CHz,
estiramento C=0, O-H aromatico, estiramento C-O e C-C e deformacao angular O-H. A
CB do cha preto ndo apresentou deformacgdo simétrica fora do plano do grupo CHz,
deformacdo angular C-H e ligagdo =CH, enquanto a amostra de CB do ch& verde
apresentou picos para deformacéo simétrica fora do plano do grupo CH: e ligacdo =CH.

Ao comparar os valores obtidos das CBs a partir do cha preto e cha verde com a
CB da literatura (CBur) € possivel afirmar que o material produzido a partir do consércio é
0 mesmo ao comparado com a CB obtida a partir da cepa pura. Porém de acordo com
Novak et al., (2021) a CB obtida a partir do consorcio € mais vantajosa ao comparado com
a CB de cepa pura, devido aos custos e 0 menor controle do processo, tornando mais

vantajoso a producédo a partir desse meio alternativo.

5.1.3. Anélise termogravimétrica (TGA)

Na figura 9 estdo apresentadas as curvas termogravimétricas (curvas TG) e a
primeira derivada das curvas TG (DTG) para as amostras de CB a partir do cha preto e
cha verde. Os dados obtidos das curvas TG e DTG (perda de massa (%), temperatura

maxima de degradacao (Tmax) € percentual de residuo) estéo relacionados na tabela 4.
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Figura 9 - Curvas de analise termogravimeétrica (TG), obtidas por TGA, para as diferentes
amostras de CB
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Tabela 4 - Eventos térmicos das amostras obtidos a partir das curvas TG/DTG

Amostra M3 (%) Tmaxi(°C) M(%) Tmax:(°C) M;s(%) Tmax; (°C)
Cha Verde 6 59 62,25 337 14,18 608
Cha Preto 5,78 48 78,51 358 9,07 641

O perfil de degradacdo térmica das membranas de CB foram semelhantes e

apresentaram 3 estagios de perda de massa.

No 1° estagio a CB de cha verde apresentou a temperatura maxima de 59 °C
enquanto a temperatura maxima da CB do cha preto foi 48 °C. A perda de massa nesse
primeiro estégio foi semelhante para as duas amostras, aproximadamente 6%. De acordo
com Lima et al. (2015) e Machado et al. (2018) no primeiro estagio a perda esta associada
a desidratacao da celulose (evaporacao da agua). O alto teor de perda de agua esta ligado

a hidrofilicidade (adsorcéo de agua) da celulose.

No 2° estagio a amostra de CB do ch& verde apresentou perda de massa de 62,25%
e Tmaxz de 337 °C, enquanto a perda de massa da CB do cha preto foi 78,51% com Tmax2
de 358 °C. Nesse estagio € possivel notar que a CB de cha preto apresentou maior
estabilidade térmica. No segundo estagio, de modo geral, a perda esta relacionada ao
processo de despolimerizacdo, desidratacdo e decomposi¢do das unidades glicosidicas
da celulose (LIMA et al., 2015).

No 3° e ultimo estagio a CB de cha verde apresentou 14,18% de perda de massa
e Tmaxs de 608 °C, e a CB de cha preto 9,07% de perda de massa e Tmaxs de 641 °C.
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Nesse estagio houve a degradacéo dos residuos carbonéceos. E possivel notar, também,
a diferenca entre o comportamento das duas amostras, mostrando a maior estabilidade

térmica da CB a partir do ch& preto, com uma menor perda de massa (LIMA et al., 2015).

De acordo com Wong et al. (2009) o intervalo de temperatura maxima de
degradacdo térmica da CB é de 300 — 350 °C. Considerando que a degradacao iniciou
apos o processo de desidratacdo da celulose (apds o 1° estagio), nota-se que as CBs
obtidas a partir de um consorcio simbidtico de bactérias acéticas e leveduras possuem
maiores valores de temperatura de degradacdo (337 — 641 °C), indicando maior
estabilidade térmica das CBs a partir do consércio.

A utilizacdo de diferentes microrganismos e meios de cultivos influenciam na
variagdo de temperatura de degradacdo da CB. Utilizando a Komagataeibacter
medellinensis como microrganismo para producdo de CB, a temperatura de inicio da
degradacéao registrada foi de 240 °C e em 327 °C foi registrado a maior degradacao
(RAMIREZ et al., 2017). Porém quando se utiliza um consércio microbiano de kombucha
a temperatura inicial de degradacéo registrada foi 250 °C e a temperatura que atinge maior
degradacao foi registrada em 350 °C (AVCIOGLU et al., 2021). Portanto € possivel
concluir que a CB de cha preto apresentou maior temperatura de degradacao,
consequentemente a utilizacdo desse cha, no substrato, influenciou em uma maior
estabilidade térmica da membrana formada a partir do meio utilizando o cha preto como

fonte de nitrogénio.

5.2. Etapa 2 — Avaliacao da concentracdo de agucar na obtencao de celulose

bacteriana a partir do ché preto
5.2.1. Pesagem das CBs durante a producéo

Os valores obtidos das massas produzidas em cada tempo estabelecido estdo na
tabela 5:

Tabela 5 - Valores médios e desvio padrdo das massas de membranas de CBs
produzidas em cada periodo

Massa média das membranas produzidas em cada periodo (g)

3 dias 6 dias 9 dias
25 g/L 0,14 £ 0,02 0,32 + 0,06 0,45+ 0,02
37,59g/L 0,09 + 0,05 0,30 + 0,07 0,45 + 0,06

50 g/L 0,28 +0,11 0,36 + 0,06 0,41 +0,09
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De acordo com o crescimento das membranas em funcéo do tempo foi plotado o
grafico da Massa CB x tempo (figura 11) e calculado a velocidade de formacédo em cada

periodo (tabela 5):

Figura 10 - Crescimento da CB em funcao do tempo
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Tabela 5 - Velocidade média de formacéo da CB

Velocidade média de formacé&o parcial (g/dia)

3 dias 6 dias 9 dias
25g/L 0,05+ 0,02 0,06 + 0,07 0,04 +£0,08
37,59g/L 0,03 + 0,05 0,07+0,01 0,05%0,02
50 g/L 0,09 + 0,04 0,03+0,05 0,02+0,06

Observa-se que ha o crescimento das membranas, independente da concentracéo do
meio, e que as diferentes concentracdes ndo demonstram diferencas significativas, de

massa de membrana, ao final do tempo estabelecido (9° dia).

Nota-se que no inicio da produ¢do o meio com maior concentracao de agucar (50 g/L)
apresentou maior velocidade de formacdo da membrana, ou seja, nos trés primeiros dias
houve producao significativa de CB (0,09 g/dia) ao comparado com a concentracédo de
25,0 g/L (0,05 g/dia) e 37,5 (0,03 g/dia). Porém apesar de continuar em crescimento, nota-
se que houve a queda de producdo de CB nos tempos 6 e 9 dias, reduzindo
significativamente a massa produzida. Para producbes em poucos dias (até 3) a

concentragéo de sacarose de 50,0 g/L se torna interessante.
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A massa das membranas com concentracdo de 25,0 g/L e 50,0 g/L tiveram valores
iguais (0,38 gramas) proximo do sétimo dia. Enquanto proximo ao oitavo dia, a massa de
CB dos meios com concentractes de 37,5 e 50,0 g/L foram iguais (0,39 gramas). No nono
dia as massas das membranas de 25,0 e 37,5 g/L foram iguais (0,43 gramas) e a partir de

entdo as curvas dessas duas concentracdes se assemelham.

A tabela 6 relaciona a produtividade global (Pgiobal) € a produtividade maxima (Pmax)

de cada concentracdo, de acordo com os valores obtidos:

Tabela 6 - Produtividade global e produtividade maxima

Pglobal (g/dla) Pmax (g/dla)
25¢g/L 0,05 0,05
37,59g/L 0,05 0,05
50 g/L 0,06 0,06

Os valores de produtividades global e maxima sdo os mesmos, pois 0 maior valor de
massa obtido, foi respectivamente no maior tempo de producdo. Ao comparar a curva
obtida na figura 11 notou-se que ha sempre o crescimento, considerando os nove dias de

cultivo. Por esse motivo os valores Pgiobal € Pmax S80 0S mesmos.

De acordo com Kalifawi et al. (2014) o rendimento da CB formada esta diretamente
relacionada a concentracdo de sacarose, utilizada como principal fonte de carbono e a
concentracdo do cha preto, utilizada como principal fonte de nitrogénio. De acordo com o
tempo do experimento desse estudo, 9 dias, a CB ao final do processo ainda apresentava
crescimento, e as variagdes da concentracdo da fonte de carbono, acglcar (sacarose),
utilizadas no estudo, ndo apresentou variacdo significativa na massa produzida da CB ao
final do processo, conforme o gréfico de intervalos de massa da membrana x concentracao

de acucar (figura 11), com intervalo de confianca de 95% para a média:

Figura 11 - Intervalos da massa das membranas de diferentes concentracdes de acucar
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Grafico de Intervalos de Massa membrana (g) versus [actcar] g/L
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O desvio padrdo combinado foi usado para calcular os intervalos.

Ao realizar a analise pelo método de comparacdes emparelhadas de Tukey, para
os valores médios da massa da membrana formada, para cada concentracdo, se confirma

gue ndo houve variacdes significativas entre a massa de membrana formada:

Figura 12 - Diferenca das médias para massa de membrana formada de cada
concentragdo de agucar
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Se um intervalo ndo contiver o zero, as médias correspondentes serdo significativamente
diferentes.

5.2.2. Consumo do acucar do meio

De acordo com o método descrito no item 4.3.3 e por meio da curva de correlacdo
(figura 13) obteve-se a equacédo da reta, que possibilita a medicdo da concentracéo de

acucar no meio. A equacéo foi obtida através das leituras, da absorbancia, realizadas no
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espectrofotobmetro para os padrées de sacarose, com concentracdo de 0; 0,5; 0,75; 1,0 e

2,0 g/L. Através da figura 13 € possivel ver a equacédo da reta obtida e a reta:

Figura 13 - Curva padréo para analise da concentracdo de acgucar no meio
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Os valores obtidos para a concentracdo de acgulcar ao longo do tempo, de acordo

com cada concentracao inicial, estdo dispostos na tabela 5:

Tabela 6 — Variacdo da concentracéo de acgucar ao longo do tempo

Concentracédo de agucar no meio de acordo com o tempo
0 dia 3 dias 6 dias 9 dias
25,0 g/L 2500+0,41 20,70+2,63 16,79+0,97 10,73+ 3,46
37,5¢9/L 37,50+3,33 29,38+0,80 22,23+1,26 21,99+0,46
50,0 g/L 50,00+ 2,71 40,49+293 33,58+0,11 26,91+1,74

Ao plotar o grafico do consumo de acUcar do meio substrato (figura 14) ao longo do
tempo, para cada concentracdo, € possivel concluir que houve o consumo do aculcar
disponivel no substrato e que o periodo analisado (9 dias) ndo € o periodo em que ha o

consumo total da sacarose disponivel:
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Figura 14 - Consumo do acucar do meio em relacdo ao tempo

55,00

i
i
=]
(=]

3500 |

25,00

15,00

Concentracdo de sacarose (g/L)

5,00
0 2 4 6 (4] 10
Tempo (dias)

Avaliando o percentual de consumo de sacarose parcial (PCSp) (tabela 6) é
possivel notar que no inicio da fermentacéao (3 dias) o substrato com concentragéo de 37,5

g/L de sacarose teve maior consumo de acucar, seguido do substrato com 50,0 g/L e 25,0
g/L.

Em 6 dias o meio com 37,5 g/L de sacarose ainda apresentou maior consumo de
acucar, seguido do meio com 25,0 g/L e por ultimo o meio de 50,0 g/L.

Os valores, entre a mesma concentracdo, desses dias sdo aproximados e nao

apresentaram grande variagcdo no consumo.

Tabela 7 - Percentual de consumo de sacarose parcial

PCSp PCSp PSCp

3 dias 6 dias 9 dias
25,0g/L 17% 19% 36%
37,5g/L 22% 24% 1%
50,0 g/L 19% 17% 20%

Porém ao analisarmos o final do processo (9 dias) é notério o baixo consumo de
acucar do substrato com 37,5 g/L, enquanto o0 meio com concentracdo de 25,0 g/L
aumentou significativamente seu consumo (36%) e o consumo em 50,0 g/L aumentou,

porém nao significativamente como 0 aumento apresentado na concentracdo de 25,0 g/L.

Para certificar qual foi o maior consumo ao longo dos 9 dias foi calculado o
percentual de consumo de sacarose final (tabela 7):
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Tabela 8 - Percentual de consumo de sacarose em 9 dias

PCS
250g/L  57%
37,5g/L 41%
50,0g/L  46%

Apesar da concentracdo de 37,5 g/L apresentar maior consumo até o 6° dia, esse
consumo nao foi o suficiente para superar o0 aumento significativo do consumo de agucar
da concentracéo de 25,0 g/L. E devido ao baixo consumo final (6 a 9 dias) a concentracao

de 37,5 g/L foi a menor no periodo total de fermentacéao.

E possivel concluir que independente do tempo analisado, o consumo de sacarose
€ apresentado em todas as concentracdes e em todo o intervalo de tempo analisado.
Porém considerando o tempo de 9 dias de processo, a concentracao de 25,0 g/L
apresentou maior consumo. E considerando apenas 6 dias de processo, em que ha o
consumo significativo pela concentragcédo de 37,5 g/L, essa se torna interessante, devido

ao menor tempo de fermentacdo necessaria para o consumo de acucar.

5.2.3. Andlise bacteriolégica

De acordo com a analise realizada o reino, filo, classe, ordem, familia, género e

espécie da membrana séo:

Bactéria

Proteobactéria
Alphaproteobactéria
Rhodospirillales
Acetobactéria

28% Gluconobacter + 72% Komagataeibacter

41% Komagataeibacter intermedius + 31% Komagataeibacter
rhaeticus + 27% Gluconobacter kanchanaburiensis
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As leituras realizadas atribuiram que a membrana € formada por bactérias, o filo
dominante foi a Proteobactéria, classe Alphaproteobactéria e ordem Rhodospirillales. A
familia presente é a Acetobactéria, presentes em bebidas fermentadas (assim como a
kombucha) e os géneros presentes sdo Gluconobacter e Komogataeibacter.

O género Gluconobacter sdo aerdbicas e com temperatura 6tima de crescimento
entre 25 e 30 °C. Quimiorganotréficas (utilizam compostos organicos como fonte de
energia e carbono), elas oxidam etanol a acido acético. Enquanto as espécies
pertencentes ao género Komagataeibacter sdo boas produtoras de CB a niveis comerciais
e devido as suas propriedades Unicas demonstram aplicabilidade em varios setores
industriais, como o de alimentos e saude (SILVA, 2020).

Em seu estudo, Leonarski (2020) identificou a presenca de bactérias acido acéticas
(K. rhaeticus, K. xylinus e K. hansenii, R. xylanophilus e S. griseus) no indculo utilizado
para preparacado da kombucha. A predominancia da familia Acetobactéria, em particular a
espécie K. rhaeticus (99,83%), K. hansenii (0,13%) e K. xylinus (0,04%) foi observado na
composicdo microbioldgica do indculo utilizado.

Blauth (2019), relata que as bactérias mais abundantes no SCOBY séo as do
género Acetobacter e Gluconobacter. E de acordo com Dutta et al., (2019) as principais
bactérias identificadas tradicionalmente no SCOBY s&do Acetobacter xylinoides,
Komagataeibacter xylinus, Gluconacetobacter xylinus, Acetobacter aceti e Acetobacter
pasteurianus. Sendo a Gluconacetobacter xylinus a principal responséavel pela sintese da
matriz de celulose que acomoda a microbiota da kombucha, promovendo a associagéo
entre bactérias e leveduras (SANTOS, 2016).

5.2.4. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A fim de analisar os principais grupos funcionais presentes, os espectros de FTIR
estdo apresentados na figura 15, para membranas de diferentes concentragdes (CBzs,o;

CBs7,5 e CBso,0) € 0s valores e grupos funcionais estédo dispostos na tabela 9:



Figura 15 - Espectros de FTIR obtidos para as membranas de acordo com cada

concentracao
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Tabela 9 - Atribuicdes dos grupos funcionais presentes nas amostras de CB
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Atribuicdes CBur CBaspo CBs7s CBso,0 Referéncias
Estiramento O-H 3344 3344 3344 3342 (RICCI et al., 2015)
Estiramento C-H e
cH 2896 2896 2895 2896 (PECORARO et al., 2007)
2
c=C
(BARUD, 2010; GINDRI et al.,
Deformacgéo 1641 1637 1646 1645
2020)
angular H.0O
(GINDRI et al., 2020; SCHULZ;
COO- 1427 1427
BARANSKA, 2007)
Deformacéo
simétricaforado 1315 1314 1314 1315 (KACURAKOVA et al., 2002)
plano CH:
Estiramento C-O 1161 1161 1160 1160 (PECORARO et al., 2007)
Estiramento C-O e . ] .
c.c 1109 1108 1108 1108 (KACURAKOVA et al., 2002)
Estiramento C-O . ] .
c.c 1055 1055 1055 1055 (KACURAKOVA et al., 2002)
e -
. (BORGES et al., 2015; FALCAO;
Estiramento C-O 1032 1031 1031 1031 .
ARAUJO, 2013)
Deformacéo

664 664 663 663 (BARUD, 2010)
angular O-H
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Em todas as amostras analisadas observa-se valores proximos para cada grupo
funcional, confirmando que se trata do mesmo polimero, e notar a semelhanca dos grupos
funcionais e seus valores ao comparado com a literatura (CBuit).

Em todas as trés amostras nota-se bandas com alta intensidade préximos a 3344
cm?, semelhante a celulose bacteriana da literatura. Esse estiramento axial pode ser
atribuido aos grupos hidroxila, caracteristicos de compostos organicos (RICCl et al., 2015;
SILVA, 2018). Aproximadamente em 2895 cm™ foi observado o pico, referente as
vibragdes de estiramento C-H e CHz. O pico referente ao estiramento da dupla ligacéo
entre carbonos (C=C) e a deformacao angular da agua foi observado aproximadamente
em 1640 cm. Em 1427 cm foi observado o pico, somente na amostra CBsz s, referente
a presenca do grupo COO. No intervalo entre 1314 - 663 cm™ observa-se a deformagéo
simétrica fora do plano do grupo CHz, o estiramento das ligacdes entre C-O e C-C, além
da deformacéo angular do grupo O-H.

Realizando a comparacdo dos valores obtidos das CBs de diferentes
concentracfes com a CB da literatura (CBur) € possivel afirmar que o material produzido
a partir do consorcio € o mesmo ao comparado com a CB obtida a partir da cepa pura.
Porém conforme mencionado anteriormente, a CB a partir do consoércio microbiano se
torna mais vantajosa devido aos menores custos envolvidos e o menor controle de

processo necessario.

5.2.5. Andlise termogravimétrica (TGA)

Na figura 16 estdo apresentadas as curvas termogravimétricas (curvas TG) e a
primeira derivada das curvas TG (DTG) para as amostras de CB de diferentes
concentracfes de sacarose (25,0; 37,5 e 50,0 g/L). Os dados obtidos das curvas TG e
DTG (perda de massa (%), temperatura maxima de degradacédo (Tmax) € percentual de
residuo) estéo relacionados na tabela 10:

Figura 16 - Curvas de analise termogravimétrica (TG), obtidas por TGA, para as

diferentes amostras de CB
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Tabela 10 - Eventos térmicos das amostras obtidos a partir das curvas TG/DTG

AMOStra . (96)  Tmaxy (°C) Mz (%) Tméx2(°C) Mz (%) Tméxs (°C)

25,0 g/L 5,25 54 70,62 314 21,51 426
37,59/L 8,57 50 67,11 325 22,99 452
50,0 g/L 7,90 50 63,88 325 24,07 446

No primeiro estagio a perda est4 associada a desidratacdo da celulose (evaporacao
da 4gua). O alto teor de perda de agua esta ligado a hidrofilicidade (adsorcéo de agua) da
celulose (LIMA et al., 2015; MACHADO et al., 2018). A temperatura nesse primeiro estagio
para as CBs7s5 e CBsoo foi de 50 °C enquanto a CBzs,0 apresentou maior temperatura de
degradacéao (54 °C). O percentual de perda de massa da CB2s foi menor ao comparado

com as outras CBs. Nesse estagio a CBzs0 apresentou maior estabilidade térmica.

No estagio onde ocorre a perda relacionada ao processo de despolimerizacao,

desidratacdo e decomposicéo das unidades glicosidicas da celulose (LIMA et al., 2015) —
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2° estagio — nota-se que as CBszs e CBsoo tiveram comportamentos semelhantes: a
temperatura de degradacédo dessas duas amostras foi de 325 °C e a perda de massa foi
67,11 e 63,88%, respectivamente. A CB2s,0 apresentou menor temperatura de degradagéo
(314 °C), ao comparado com as outras amostras, além do percentual de perda de massa

ter sido maior nesse estagio (70,62%).

No terceiro estagio houve a degradacédo dos residuos carbonaceos (LIMA, et al.,
2015). E possivel notar que a CBs7,s apresentou maior valor de temperatura de degradac&o
(452 °C), enquanto a temperatura da CBso,0 foi 446 °C e 426 °C a Tmaxs da CBa2s,o.

Considerando que o intervalo de temperatura maxima de degradacéo térmica da
CB é 300 — 500 °C (WONG et al., 2009), é possivel concluir que as CBs a partir do
consorcio possuem maior temperatura de degradacdo e consequentemente sdo mais

estaveis termicamente.
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6. Conclusao

De acordo com os resultados obtidos € possivel concluir que as caracteristicas
fisico-quimicas da CB a partir do consoércio microbiano sdo iguais as caracteristicas da CB
de cepa pura, porém a CB a partir do consorcio apresenta maior estabilidade térmica,
tornando-a mais interessante para aplicacbes que exigem temperaturas mais elevadas.
Ao considerar a fonte de nitrogénio, o cha preto contribuiu mais para o crescimento da

membrana formada a partir dele.

As diferentes concentracdes de sacarose analisadas (25,0; 37,5 e 50,0 g/L) no
substrato a partir do cha preto, ao final do processo fermentativo (9 dias) ndo tiveram
diferencas significativas no valor da massa final de CB. Portanto, considerado o periodo
de 9 dias, o substrato com menor concentracao (25,0 g/L) mostrou-se eficaz na formacao
da membrana, assim como os substratos com concentragdes maiores (37,5 e 50,0 g/L).
Porém o substrato com concentracdo de 50,0 g/L de acuUcar apresentou maior velocidade
inicial de formacdo, o que torna interessante a utilizacdo dessa concentracdo para

processos em que o tempo de fermentacdo deve ser reduzido.

Com o estudo do consumo de concentracdo de acucar foi possivel concluir que
independente da concentracdo do meio, hd o consumo do aglcar presente no substrato e
gue nos 6 primeiros dias o meio com 37,5 g/L de sacarose apresentou maior consumo,
mas esse consumo nao foi determinante para a massa obtida nesse periodo. O percentual

de consumo final foi maior no meio com concentragao de 25,0 g/L.

A presenca das espécies bacteriolégicas Komagataeibacter intermedius,
Komagataeibacter rhaeticus e Gluconobacter kanchanaburiensis na CB formada a partir

do cha preto confirmou a qualidade da celulose bacteriana e sua composicao.
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