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RESUMO

A celulose bacteriana (CB) € um biopolimero natural de alta pureza, produzido por bactérias
aceticas presentes em consorcios simbidticos com leveduras (SCOBY — Symbiotic Culture of
Bacteria and Yeast), destacando-se por suas propriedades estruturais e potencial para
aplicacOes biotecnoldgicas. Este trabalho teve como objetivo a obtencéo e caracterizagdo de
materiais derivados de nanocelulose a partir de CB produzida por fermentacgéo estatica de cha
verde adogado, seguida de purificagdo alcalina (NaOH 1 mol L") e branqueamento oxidativo
com hipoclorito de s6dio. A CB purificada foi submetida a processamento fisico intensificado,
incluindo desagregacdo mecéanica (ultraturrax), ultrassonicacdo e secagem por atomizacao
(spray dryer), com o intuito de produzir um material em p6 com caracteristicas funcionais. A
caracterizacdo foi realizada por espectroscopia no infravermelho (FTIR), espectroscopia
Raman, difracdo de raios X (DRX), microscopia eletronica de varredura (MEV) e andlise
termogravimétrica (TGA). Os resultados espectroscopicos indicaram a preservacdo das
principais ligacBes quimicas da celulose, sem evidéncia de compostos ndo celulésicos. A
analise por DRX revelou um padrdo atipico, sugerindo uma reorganizacdo estrutural com
carater semicristalino apds o processamento fisico. A andlise morfolégica por MEV
evidenciou a formacdo de agregados com dimensdes micrométricas e morfologia lamelar
colapsada, indicando perda da organizacdo nanofibrilar original e reagregacgéo das estruturas
apos a secagem. Esses resultados indicam que, embora a estrutura original da CB seja
nanofibrilar, o processamento fisico promoveu a perda parcial da individualizacdo
nanomeétrica e a formacdo de agregados micrométricos. A analise térmica (TGA) apresentou
um perfil de degradacdo caracteristico de materiais celul6sicos, com eventos associados a
perda de 4gua, decomposicdo da cadeia polimérica e formacao de residuos carbonaceos. Em
conjunto, os resultados demonstram que o processamento fisico aplicado promoveu alteractes
estruturais significativas na CB, resultando em um material reorganizado, com potencial
funcional para aplicagfes em formulagGes solidas, sistemas de liberagdo controlada e
bioinsumos. A rota proposta apresenta potencial como alternativa sustentavel para o
aproveitamento de residuos fermentativos, contribuindo para o desenvolvimento de materiais

de interesse na bioeconomia.

Palavras-chave: celulose bacteriana; nanocelulose; secagem por atomizagéo; processamento

fisico; liberacdo controlada.



ABSTRACT

Bacterial cellulose (BC) is a high-purity natural biopolymer produced by acetic acid bacteria,
commonly found in symbiotic consortia with yeasts (SCOBY — Symbiotic Culture of Bacteria
and Yeast), and is recognized for its unique structural properties and potential for
biotechnological applications. This study aimed to obtain and characterize materials derived
from nanocellulose using BC produced via static fermentation of sweetened green tea, followed
by alkaline purification (NaOH 1 mol L) and oxidative bleaching with sodium hypochlorite.
The purified BC was subjected to intensified physical processing, including mechanical
disintegration (ultraturrax), ultrasonication, and spray drying, with the objective of producing
a functional powdered material. Characterization was performed using Fourier-transform
infrared spectroscopy (FTIR), Raman spectroscopy, X-ray diffraction (XRD), scanning
electron microscopy (SEM), and thermogravimetric analysis (TGA). Spectroscopic analyses
confirmed the preservation of the main chemical bonds of cellulose, with no evidence of non-
cellulosic compounds. XRD analysis revealed an atypical diffraction pattern, suggesting
structural reorganization with semicrystalline characteristics induced by physical processing.
SEM analysis showed the formation of micrometric aggregates with a collapsed lamellar
morphology, indicating loss of the original nanofibrillar organization and reaggregation of the
structures after drying. These results indicate that, although BC initially presents a nanofibrillar
structure, the applied physical processing led to partial loss of nanoscale individualization and
the formation of micrometric aggregates. TGA results exhibited a thermal degradation profile
typical of cellulosic materials, with events associated with moisture loss, polymer chain
decomposition, and formation of carbonaceous residues. Overall, the findings demonstrate that
the applied physical processing significantly altered the structural organization of BC, resulting
in a reorganized material with functional potential for applications in solid formulations,
controlled release systems, and bioinputs. The proposed approach represents a sustainable
alternative for valorizing fermentation-derived biomass, contributing to the development of

materials relevant to the bioeconomy.

Keywords: bacterial cellulose; nanocellulose; spray drying; physical processing; controlled

release.



INDICADORES DE IMPACTO

Este trabalho resultou no desenvolvimento de uma rota tecnoldgica baseada na obtencdo e
processamento fisico de celulose bacteriana para a producdo de materiais com potencial
aplicacdo em sistemas agricolas sustentaveis, culminando no depdsito de patente junto ao
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI). Trata-se da patente de privilégio de
inovagao, sob o nimero BR1020260021504, intitulada “Processo de produgao de composto de
nanofibras e nanocristais de celulose recobertos com nanoestruturas e usos como estabilizantes
de emulsdo”, depositada em 29 de janeiro de 2026. Embora os impactos diretos ainda se
encontrem em fase de desenvolvimento, os resultados obtidos apresentam elevado potencial
tecnoldgico, ambiental e socioeconémico. Do ponto de vista tecnoldgico, o estudo contribui
para 0 avancgo de estratégias de obtencdo de materiais celulésicos funcionalizados por rotas
fisicas, reduzindo a dependéncia de processos quimicos agressivos. A utilizacdo de secagem
por atomizacdo e técnicas de desagregacdo mecanica demonstra viabilidade para a producéo de
materiais em escala, com potencial aplicacdo em formulacGes agricolas, como sistemas de
encapsulamento e protecdo de microrganismos benéficos utilizados no controle bioldgico. No
ambito ambiental, o aproveitamento de SCOBY, um residuo gerado na producdo de kombucha,
insere-se em uma perspectiva de economia circular, promovendo a valorizacdo de subprodutos
fermentativos e a reducdo de residuos organicos. Essa abordagem pode ser aplicada em
diferentes contextos produtivos, especialmente em regides com producdo artesanal ou semi-
industrial de bebidas fermentadas. Em relagcdo aos impactos socioecondmicos, a tecnologia
proposta apresenta potencial para beneficiar pequenos produtores, cooperativas e
empreendimentos emergentes da bioeconomia, ao oferecer alternativas de baixo custo para o
desenvolvimento de bioinsumos. Embora ndo tenham sido realizadas agdes extensionistas
diretas no ambito deste trabalho, a proposta estabelece base para futuras transferéncias de
tecnologia e interacdo com o setor produtivo. O trabalho se enquadra principalmente na area
temética de Tecnologia e Producédo da Politica Nacional de Extenséo, com interface com Meio
Ambiente e Trabalho. Ademais, esta alinhado com os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), especialmente o ODS 9 (Industria, Inovacdo e Infraestrutura), ODS 12
(Consumo e Producdo Responsaveis) e ODS 15 (Vida Terrestre). No contexto académico, o
projeto envolveu diretamente uma discente de pos-graduacdo, dois docentes orientadores e
colaboragcdo com diferentes laboratérios da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
contribuindo para a formacéo de recursos humanos qualificados e para o fortalecimento da

integracdo entre pesquisa, desenvolvimento e inovacao.



IMPACT INDICATORS

This study resulted in the development of a technological approach based on the production
and physical processing of bacterial cellulose to obtain materials with potential applications in
sustainable agricultural systems, culminating in the filing of a patent with the Brazilian National
Institute of Industrial Property (INPI). The patent corresponds to an innovation privilege under
registration number BR1020260021504, entitled “Process for producing a compound of
cellulose nanofibers and nanocrystals coated with nanostructures and their use as emulsion
stabilizers,” filed on January 29, 2026. Although the direct impacts are still in a developmental
stage, the results demonstrate significant technological, environmental, and socioeconomic
potential. From a technological perspective, the study contributes to advancing strategies for
producing cellulose-based materials through physical processing routes, reducing reliance on
aggressive chemical methods. The use of spray drying combined with mechanical
disintegration techniques demonstrates feasibility for producing materials at scale, with
potential applications in agricultural formulations, such as encapsulation systems and protective
matrices for beneficial microorganisms used in biological control. In environmental terms, the
use of SCOBY, a byproduct of kombucha fermentation, aligns with circular economy principles
by promoting the valorization of organic residues and reducing waste generation. This approach
can be applied across different production contexts, particularly in regions with artisanal or
small-scale fermentation systems. Regarding socioeconomic impacts, the proposed approach
presents potential benefits for small-scale producers, cooperatives, and emerging bioeconomy
enterprises by offering low-cost alternatives for the development of bio-based inputs. Although
no direct extension activities were conducted within the scope of this work, the results provide
a foundation for future technology transfer and engagement with the productive sector. The
study is primarily associated with the thematic area of Technology and Production within the
Brazilian National Extension Policy, with additional connections to Environment and Work.
Furthermore, it aligns with the United Nations Sustainable Development Goals (SDGS),
particularly SDG 9 (Industry, Innovation and Infrastructure), SDG 12 (Responsible
Consumption and Production), and SDG 15 (Life on Land). At the academic level, the project
involved one graduate student, two faculty advisors, and collaborations with multiple
laboratories at the Federal University of Lavras (UFLA), contributing to the training of
qualified human resources and strengthening the integration between research, development,

and innovation.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda por tecnologias sustentaveis na agricultura tem impulsionado a
pesquisa e o desenvolvimento de biomateriais de origem microbiana, com destaque para a
celulose bacteriana (CB). Trata-se de um biopolimero produzido naturalmente por diversas
espécies de bactérias, principalmente do género Komagataeibacter, uma bactéria Gram-
negativa aerdébica que secreta celulose extracelular, formando uma pelicula gelatinosa na
interface ar-liquido em meios ricos em agucares durante a formacéo de biofilmes em condi¢cbes
estaticas de cultivo (LAHIRI et al., 2021; REVIN et al., 2022). Quimicamente, a CB é idéntica
a celulose vegetal, sendo composta por unidades repetitivas de B-D-glicose unidas por ligagdes
B-1,4-glicosidicas (ALVARADO-ROJAS; CASTRO-BRENES; ORIAS-OBANDO, 2024).
No entanto, apresenta caracteristicas Unicas, como elevada pureza, auséncia de lignina e
hemiceluloses, alta cristalinidade e estrutura nanofibrilar tridimensional, fatores que lhe
conferem propriedades fisico-quimicas superiores as da celulose vegetal convencional
(CHEN; CHO; JIN, 2010)

Dentre as fontes mais acessiveis e sustentaveis para a obtencao de CB estd 0 SCOBY
(Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast), consorcio simbidtico utilizado na fermentacao do
kombucha (FENG et al., 2024). Durante este processo, as bactérias do SCOBY secretam
celulose na interface ar-liquido, formando uma pelicula gelatinosa que pode ser recuperada,
purificada e processada (DIMA et al., 2017). Esta abordagem representa uma alternativa de
baixo custo e alinhada aos principios da economia circular, pois permite a transformacéo de
residuos agroindustriais em biomateriais de alto valor agregado (SUMINI et al., 2025).

A partir da celulose bacteriana, é possivel obter nanocelulose bacteriana (NCB), um
material com dimens@es na escala nanométrica e propriedades excepcionais, como alta area
superficial, capacidade de retencdo de agua, biocompatibilidade e facilidade de
funcionalizacdo (CHOI; SHIN, 2020). A reducéo da CB para nanocelulose pode ser realizada
por métodos fisicos, como homogeneizagéo, ultrassom e secagem por aspersao (spray drying),
resultando em nanofibrilas com potencial para aplicacdes em diferentes areas, incluindo a
biotecnologia agricola (RAHMADIAWAN et al., 2023).

No contexto dos bioinsumos e da agricultura sustentavel, a NCB surge como uma
plataforma promissora para a imobilizacdo de microrganismos benéficos e para a formulagédo
de sistemas de liberagcdo controlada de compostos bioativos (DITTA; ARSHAD; IBRAHIM,
2015). Sua estrutura porosa e superficie funcionalizavel permitem encapsular rizobactérias

promotoras de crescimento, fungos antagonistas ou nanoparticulas funcionais, aumentando a



estabilidade, a eficacia e a viabilidade desses agentes no campo (ZHANG et al., 2011). Além
disso, a NCB pode ser aplicada como recobrimento biodegradavel em sementes, estruturas
fangicas ou fertilizantes, contribuindo para préticas agricolas mais eficientes e ambientalmente
responsaveis (PANPATTE; JHALA, 2019).

Diante deste panorama, o presente trabalho propde a obtencdo de nanocelulose
bacteriana a partir de SCOBY por meio de um processo fisico de disrupcao e secagem por
atomizacdo, visando a producdo de um nanomaterial funcional em p6. Além da producdo, serdo
realizadas analises de caracterizagdo estrutural e funcional por FTIR, Raman e DRX, com o
objetivo de confirmar a preservacdo das propriedades fundamentais da celulose apds o
processamento. Esta abordagem busca estabelecer as bases para aplicacdes futuras da NCB em
formulacdes biotecnoldgicas e bioinsumos agricolas, especialmente na protecdo e veiculacdo

de microrganismos antagonistas, como parte de estratégias inovadoras de controle bioldgico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Celulose bacteriana (CB)

A celulose bacteriana (CB) é um polissacarideo natural (biopolimero) que, do ponto de
vista microbioldgico, faz parte da estratégia de formacdo de biofilmes de certas bactérias
Gram-negativas dos géneros Komagataeibacter (anteriormente Gluconacetobacter),
Agrobacterium, Achromobacter, Enterobacter, Rhizobium, Pseudomonas, Salmonella,
Azotobacter e Alcaligenes (LAHIRI et al., 2021). Também foi relatada em algumas bactérias
Gram-positivas, como Sarcina ventriculi e Rhodococcus (REVIN et al., 2022). Essa
capacidade biossintética estd amplamente distribuida, mas € especialmente eficiente nas
bactérias acéticas (LAHIRI et al., 2021), sendo 0 Komagataeibacter xylinus (antes conhecido
como Gluconacetobacter xylinus ou Acetobacter xylinum) o microrganismo modelo cléssico
para a producdo de CB (SUMINI et al., 2025).

Quimicamente, a CB € idéntica a celulose vegetal, pois é composta por unidades
repetitivas de B-D-glicose unidas por ligagdes -1,4-glicosidicas, com formula molecular geral
(CsH1005),  (ALVARADO-ROJAS; CASTRO-BRENES; ORIAS-OBANDO, 2024). No
entanto, diferentemente da celulose derivada de plantas, a CB é produzida em uma forma
altamente pura e livre de lignina, hemiceluloses ou pectinas (CHEN; CHO; JIN, 2010). A
auséncia desses polimeros acompanhantes confere a CB caracteristicas Unicas, como elevada
cristalinidade e maior facilidade de processamento, eliminando a necessidade de etapas
quimicas agressivas de purificacdo tipicas da celulose vegetal (CRUZ et al., 2024). Em outras
palavras, a CB ¢ essencialmente celulose “livre de impurezas”, obtida por fermentagdo
bacteriana em vez de extracdo vegetal.

De acordo com o Tabela 1, que resume as principais diferencas entre a CB e a celulose
vegetal, fica evidente que a CB possui vantagens significativas em termos de pureza, estrutura
nanomeétrica e capacidade de retencdo de &gua. Sua producdo por fermentacdo bacteriana
permite o uso de substratos de baixo custo, como residuos agroindustriais, reduzindo o impacto
ambiental e favorecendo praticas de economia circular (ALVARADO-ROJAS; CASTRO-
BRENES; ORIAS-OBANDO, 2024). Por essas razoes, a CB tem se consolidado como uma
alternativa tecnolégica mais barata, pura e sustentavel para aplicagdes em biomateriais,

bioinsumos agricolas e outras formulagdes de alto valor agregado.



Tabela 1. Comparativo entre celulose bacteriana e celulose vegetal.

Caracteristica

Celulose Bacteriana
(CB)

Celulose Vegetal (CV)

Origen

Pureza

Estrutura cristalina

Grau de cristalinidade

Grau de polimerizacao

Morfologia das fibrilas

Capacidade de retencéo de

agua

Biocompatibilidade e

biodegradacao

Aplicactes

Producao industrial

Sustentabilidade

Producida por bacterias
como (principalmente
aceticas)

Alta pureza; livre de
lignina, hemicelulose e
pectina

Celulose tipo Ia
predominante (triclinica)

50-95% dependendo do
método de producéo e
purificacéo

2000-6000 unidades de
glicose

Nanofibrilas (10-50 nm
de didmetro; 100-1000
nm de comprimento)

Altissima, pode reter até
200 vezes seu peso em
agua

Elevada
biocompatibilidade e
biodegradabilidade

Biomateriais, medicina,
alimentos, eletrdnica,
téxtil

Fermentacdo bacteriana
(estatica ou agitada)

Producdo mais limpa e
ecologica; potencial para
economia circular

Derivada de plantas
(madera, algodéo, etc.)

Contém lignina,
hemicelulose e outros
polissacarideos

Celulose tipo I
predominante
(monoclinica)

40-70%, com variagdes
conforme a fonte vegetal

13.000-14.000 unidades
em celulose nativa

Microfibrilas de maior
didmetro (>100 nm)

Retencdo de agua mais
limitada

Biodegradavel, mas com
componentes associados
potencialmente
alergénicos

Papel, tecido,
embalagens, materiais de
construcgao

Extracdo de biomassa
vegetal com processos
quimicos intensivos

Requer extracédo de
plantas, com maior
impacto ambiental

Fonte: Adaptado de ALVARADO et al., 2024



2.1.1. Estrutura quimica e caracteristicas morfoldgicas

A celulose bacteriana possui caracteristicas Unicas que a diferenciam da celulose
vegetal, especialmente pela sua elevada pureza e estrutura altamente cristalina. As formas
cristalinas mais conhecidas s&o a celulose tipo | e a celulose tipo Il. A celulose tipo | é a forma
natural, encontrada em plantas e em bactérias, e subdivide-se em duas alotropas: Ia, tipica da
celulose bacteriana, com estrutura cristalina triclinica e alta ordem molecular; e IB,
predominante em plantas, com estrutura monoclinica e menor grau de cristalinidade. J& a
celulose tipo Il é uma forma regenerada, obtida quando a celulose tipo | é submetida a
tratamentos alcalinos intensos. Nesse processo, as cadeias poliméricas mudam de organizacéo,
passando de paralelas para antiparalelas, o que reduz a cristalinidade e altera as propriedades
mecénicas e quimicas do material (WEI; YANG; HONG, 2011). A estrutura quimica da
celulose é composta por unidades repetitivas de D-glicose ligadas por ligagdes B(1—4),

conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1. Estrutura quimica da unidade repetitiva da celulose, evidenciando as ligagdes

B(1—4) glicosidicas entre unidades de D-glicose.
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Fonte: Adaptado de GORBUNOVA et al., (2023)

Além das diferencas cristalinas, a celulose tambem se apresenta em distintas
morfologias, como mostrado na Tabela 2. Essas variantes incluem desde a celulose
microcristalina (MCC) até nanocristais (CNC), nanofibrilas (CNF) e a propria nanocelulose
bacteriana (BNC), cada uma com aplicacdes especificas na industria e na biotecnologia. Além
das diferencas quimicas e de pureza, a CB também se distingue por sua estrutura cristalina. Ela
é composta predominantemente pela celulose tipo I, um alétropo de cristalizacdo triclinica
tipico de organismos procariontes, incluindo bactérias (SUMINI et al., 2025). J& a celulose
vegetal apresenta majoritariamente a celulose tipo I, de estrutura monoclinica, propria de
plantas. Essas duas formas (Ia e Ip) diferem em seus arranjos de pontes de hidrogénio e

organizacao das cadeias poliméricas, sendo a CB naturalmente mais rica em Ia, 0 que contribui



para suas propriedades nanométricas e flexibilidade (R. REBELO et al., 2018).

Tabela 2. Tipos de celulose: estrutura e caracteristicas.

Tipo de Celulose Origem Forma cristalina Caracteristicas
Celulose Ta Bacterias, algas Triclinica Alta cristalinidade,
(natural) tipica da CB
Celulose Ip Plantas Monoclinica Cristalinidade
(natural) moderada, presente
em fibras vegetais
Celulose 11 Regenerada ou Monoclinica Estavel
alcalinizada (cadeias quimicamente,
antiparalelas) porém com menor
cristalinidade
MCC Plantas (hidrolise B P¢ cristalino,
(Microcristalina) parcial) usado em farmacos
e alimentos
CNC (Nanocristais Plantas ou BC Ia ou IB Cristais rigidos,
de Celulose) (hidrélise acida) nanomeétricos
CNF (Nanofibrilas Plantas ou BC [a ou IB Fibras flexiveis,
de Celulose) (desintegracao alta area superficial
mecanica)
BC/BNC (Celulose Bactérias do la Alta pureza, rede
Bacteriana/Nanocel género nanométrica,
ulose Bacteriana) Komagataeibacter hidrogel

Fonte: Adaptado de WEI; YANG; HONG (2011); ABRAL et al. (2018); ALVARADO et al.

(2024).

De tal modo, tratamentos alcalinos severos podem transformar a celulose tipo | em
celulose tipo Il, que possui um empacotamento antiparalelo das cadeias e propriedades
diferentes, como menor cristalinidade e maior resisténcia quimica (WEI; YANG; HONG,
2011). Por isso, controlar as condicdes de producéo e purificacdo é essencial para preservar a
estrutura tipo |1 da CB. A CB compartilha a composi¢do quimica basica da celulose vegetal
(repeticdo de CsH100s5), mas difere em sua estrutura cristalina e grau de polimerizagéo. Seu
grau de polimerizacéo é relativamente baixo (cerca de 2.000-6.000 glicidios por cadeia) em
comparacdo com a celulose vegetal (até ~13.000-14.000) (LAHIRI et al., 2021). A CB
cristaliza no alétropo celulose Ia, distinto do If predominante em plantas (SUMINI et al.,

2025) cadeias lineares de glicose se organizam de maneira paralela por meio de ligagOes de



hidrogénio, formando microfibrilas altamente cristalinas (R. REBELO et al., 2018). De fato,
a celulose bacteriana normalmente atinge um grau de cristalinidade de cerca de 84-90(WEI;
YANG; HONG, 2011), valor superior ou comparavel ao da celulose vegetal, indicando uma
estrutura muito ordenada. As cadeias poliméricas de CB também costumam ter um alto grau
de polimerizacdo, contribuindo para suas propriedades mecanicas destacadas (REVIN et al.,
2022).

A nivel morfolégico, a CB se distingue por uma arquitetura nanoestruturada. Existem
diversas formas de celulose (C), como os nanocristais de celulose (CNC), as nanofibras de
celulose (CNF), os nanofios de celulose (CNW), a celulose microcristalina (MCC), a celulose
bacteriana (BC) e a nanocelulose bacteriana (BNC) (ULLAH et al., 2021). Sob microscopia
eletronica, a CB aparece como uma rede em forma de malha nanofibrilar. A estrutura em rede
porosa e a alta finura de suas fibrilas conferem a CB uma enorme area superficial especifica,
sendo estimado que ela pode ser até 200 vezes maior do que a das fibras de celulose vegetal
de diametro convencional (REVIN et al., 2022). Como ilustrado na Figura 2, a celulose
bacteriana se diferencia da vegetal ndo apenas na sua origem, mas também na morfologia e
no processo de formacao dos diferentes tipos de nanocelulose: BC (bacterial cellulose), CNCs
(nanocristais de celulose), CNFs (nanofibrilas de celulose) e RNC (celulose regenerada

nanométrica).

Figura 2. Esquema hierarquico das fontes de celulose vegetal e bacteriana, mostrando

as diferencas morfologicas e os métodos de obtencdo de nanocelulose.
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As cadeias de glicose se associam fortemente por meio de pontes de hidrogénio e
forcas de Van der Waals, formando nanofibrilas paralelas. Essas nanofibrilas tém diametros
de ~10-50 nm e comprimentos de 100 a 1.000 nm (LAHIRI et al., 2021), que se entrelagam
tridimensionalmente, formando uma rede densa, mas porosa, que no estado Umido forma um
hidrogel com altissimo conte(do de agua (REVIN et al., 2022). Em amostras tipicas de
celulose bacteriana imida, o conteudo de agua pode atingir cerca de 99% em peso, com a
maior parte da agua fortemente retida por adsorcdo na superficie das nanofibrilas (GUO;
CATCHMARK, 2012). Essa combinacao de alta cristalinidade e ultraporosidade nanométrica
é uma caracteristica distintiva da celulose bacteriana. Por fim, do ponto de vista estrutural, a
CB é celulose tipo | altamente cristalina, organizada em fibrilas nanoscépicas que formam
uma matriz tridimensional com uma enorme area superficial e capacidade de retencdo de agua
(CHEN et al., 2018). Essas caracteristicas morfoldgicas Unicas sdo responsaveis por muitas

das propriedades excepcionais da CB.

2.2. Biossintese de CB

A biossintese da celulose bacteriana (CB) é um processo enzimatico altamente
especializado, no qual bactérias como Komagataeibacter xylinus convertem acucares simples
em celulose extracelular. O percurso metabdlico comeca com a internalizacdo da glicose do
meio, que é primeiramente convertida em glicose-6-fosfato e, em seguida, em glicose-1-fosfato.
Esta, por sua vez, é ativada pela enzima UDP-glucose pirofosforilase, formando UDP-glicose,
o principal precursor da sintese de celulose (GORGIEVA; TRCEK, 2019). A polimerizacéo da
UDP-glicose em cadeias lineares de p-1,4-glucano é catalisada por um complexo
multienziméatico de celulose sintase, conhecido como complexo Bcs (bacterial cellulose
synthase), composto por diferentes subunidades proteicas responsaveis pela sintese, transporte
e organizacdo da celulose. A subunidade BcsA é responsavel pela atividade catalitica principal,
enquanto a BcsB atua como subunidade reguladora e estabilizadora do complexo.
Paralelamente, outras subunidades, como BcsC e BcesD, participam do transporte da cadeia de
glucano através da membrana plasmética e da organizagdo das microfibrilas no espago
extracelular (ROMLING; GALPERIN, 2015). Esse processo biossintético é regulado por sinais
celulares, sendo o nucleotideo ciclico c-di-GMP (bis-(3'-5")-monofosfato de guanosina ciclico)
um importante ativador alostérico. A ligacdo do c-di-GMP ao dominio PilZ, um dominio
proteico regulador presente na subunidade BcsA, desencadeia a ativagdo do complexo,
estimulando a producdo de celulose em resposta a condigbes ambientais especificas



(MORGAN; MCNAMARA; ZIMMER, 2014). A Figura 3 ilustra esquematicamente esse
processo de biossintese da CB de K. xylinus. O processo envolve a conversdo da glicose em
UDP-glicose e sua posterior polimerizacdo por meio do complexo Bcs, composto pelas
subunidades BcsA (catalitica), BesB (reguladora), BesC e BesD (translocagdo e montagem). O

sistema ¢ regulado pelo nucleotideo ciclico c-di-GMP.

Figura 3. Esquema de biossintese detalhada de varias biomoléculas envolvidas na sintese de
CB.
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A medida que as cadeias de celulose sdo sintetizadas, multiplas moléculas de p-1,4-
glucano se associam extracelularmente por meio de ligagdes de hidrogénio, formando
microfibrilas cristalinas. Os complexos Bcs geralmente se organizam linearmente na membrana
bacteriana, facilitando o alinhamento e a automontagem dessas microfibrilas em fitas maiores,
que conferem estrutura & biopelicula (ROMLING; GALPERIN, 2015). Em cultivos estaticos,
essa celulose secretada forma uma pelicula flutuante na interface ar-liquido, conhecida como
"nata” ou biofilme superficial, permitindo as bactérias permanecerem proximas ao oxigénio

atmosférico.

2.3.Producéo de CB a partir de SCOBY

A producdo de CB em grande escala geralmente é realizada por meio da fermentagao

de kombucha, uma bebida probidtica obtida ao fermentar cha adogado com um in6culo de
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SCOBY (comunidade simbidtica de bactérias e leveduras) (FENG et al.,, 2024). Na
fermentacdo de cha doce para kombucha, a comunidade simbiética de bactérias e leveduras
(SCOBY) sintetiza espontaneamente uma pelicula flotante de CB na superficie de liquido
(DIMA et al., 2017). Durante esse processo, as bactérias acéticas do SCOBY consomem 0s
acucares do meio e secretam CB na interface ar/meio, formando uma pelicula gelatinosa
superficial (SUMINI et al., 2025).

Além de seus usos diretos, a CB de kombucha é uma plataforma natural para
nanomateriais funcionais. Pela sua origem bacteriana, ja € um nanomaterial em si; no entanto,
pode ser transformada ou combinada com outros componentes para aplicacdes avancadas. Por
exemplo, por meio da nanofiacdo, a CB pode ser convertida em nanocristais ou nanofibrilas
de celulose por hidrolise acida ou enzimatica (CHOI; SHIN, 2020).

A producéo de CB a partir do SCOBY de kombucha constitui uma rota biotecnolégica
eficiente e sustentavel para obter um nanomaterial de alto valor agregado. Comec¢ando com
um processo fermentativo relativamente simples, essa estratégia permite gerar CB de
qualidade excepcional e, a0 mesmo tempo, converté-lo em nanomateriais funcionais por meio
de modificacGes quimicas ou fisicas (CHOI; SHIN, 2020; FENG et al., 2024).

2.4. Purificacdo de CB

De maneira geral, a celulose pode existir em diferentes formas cristalinas e
morfolégicas, dependendo da sua origem e do processamento aplicado, no entanto, durante a
etapa de purificacdo, alguns cuidados s&o essenciais para preservar essas propriedades e evitar
alteracdes indesejadas na estrutura do material. O processo de purificacdo da CB geralmente
é feito por meio de tratamentos alcalinos, com solucdes de hidroxido de sodio (NaOH) a
concentracdes de 0,5 a 1,0 M e temperaturas entre ambiente e 90°C (AMARASEKARA;
WANG; GRADY, 2020). Esse processo elimina residuos do SCOBY, como proteinas,
polissacarideos e taninos do cha. No entanto, é importante controlar rigorosamente essa etapa.
Quando o tratamento alcalino € muito intenso (concentragdes altas ou tempo prolongado), a
celulose tipo Io da CB pode ser convertida em celulose tipo II, perdendo parte de sua
cristalinidade natural e alterando propriedades essenciais como a resisténcia e a estrutura
nanofibrilar (WEI; YANG; HONG, 2011). Por isso, além de otimizar a concentragdo de
NaOH, recomenda-se realizar um branqueamento oxidativo moderado, geralmente com
hipoclorito de s6édio (NaOCl) ou peroxido de hidrogénio (H20:), para eliminar pigmentos e
compostos fenolicos da matriz (MACHFIDHO et al., 2023).

Métodos fisicos também tém sido aplicados como complemento a purificagdo. O
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tratamento ultrassénico, por exemplo, permite desagregar as microfibrilas da CB, reduzindo
seu tamanho para a escala nanométrica sem alterar os grupos funcionais da celulose, o que
resulta em uma nanocelulose bacteriana funcional (ABRAL et al., 2018). Mesmo nesses
casos, lavagens sucessivas com agua destilada sdo fundamentais para garantir a neutralizacdo

completa do pH e a remocao de residuos quimicos (LIU et al., 2023).

Figura 4. Formas de nanocelulose bacteriana: membranas de nanocelulose bacteriana
(NCB) produzidas em condigdes de cultivo estatico em batelada alimentada (A); membrana de
NCB umida produzida em cultura estatica no meio, (B) antes da purificacdo e (C) apos a

purificacéo.

Fonte: ALMEIDA et al., 2021

Além dos tratamentos alcalinos e oxidantes convencionais, foram explorados métodos
menos tradicionais para a limpeza da celulose bacteriana (CB) de kombucha. No entanto,
métodos como a lavagem com agua quente ou a esterilizacdo em autoclave eliminam células
vivas, mas ndao conseguem remover completamente 0os compostos organicos aderidos a
estrutura (por exemplo, residuos de cha ou polissacarideos) (OLIVER-ORTEGA et al., 2021).
Embora tenham sido propostos métodos alternativos, como lavagens a diferentes temperaturas
ou tratamentos fisicos, até agora nenhum mostrou uma vantagem substancial sobre a
combinacdo classica de NaOH seguida de um agente oxidante (como hipoclorito) para
purificar a CB de kombucha. No entanto, essas técnicas emergentes podem ser otimizadas no
futuro para reduzir o uso de produtos quimicos fortes (LIU et al., 2023).
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2.5. Métodos para obtencdo de nanocelulose bacteriana

A nanocelulose bacteriana (NCB) é obtida a partir da estrutura da celulose bacteriana,
que, devido a sua origem, apresenta alta pureza (livre de lignina, hemicelulose ou pectinas) e
elevada cristalinidade intrinseca (aproximadamente 70-80%) (CHOI; SHIN, 2020). Para
alcancar dimensbes nanométricas, podem ser empregados métodos exclusivamente fisicos
(mecénicos), como homogeneizacdo em alta velocidade, ultrassom, moagem e pressurizacao,
que reduzem as fibras de CB sem alterar sua composicéo quimica (RAHMADIAWAN et al.,
2023). ABRAL et al. (2018) utilizaram uma sonda ultrassonica de 20 kHz e 3 W/mL durante
60-90 min sobre CB proveniente de nata de coco; observaram que apds ~60 min as particulas
atingiram tamanho nanométrico e que o indice de cristalinidade diminuiu ap6s o tratamento,
embora os grupos funcionais da celulose permanecessem 0s mesmos.

Os homogeneizadores de alta pressdo e alto cisalhamento também sdo eficazes. A
aplicagéo repetida de pressédo (HPH, microfluidizagéo) induz esforgos de corte, turbuléncia e
cavitacdo, reduzindo drasticamente o diametro das fibrilas. Por exemplo, foi reportado que a
homogeneizacdo em alta pressao pode reduzir o diametro das nanofibras de CB de ~117 nm
para ~67 nm (MUHAJIR et al., 2022). Essas técnicas fisicas tendem a produzir uma mistura de
tamanhos de fibrilas e geralmente mantém a celulose em forma de nanofibras (nanocelulose
fibrilar), em contraste com as particulas de forma mais cristalina obtidas por hidrélise quimica
(MUHAJIR et al., 2022).

Quanto ao ultrassom, os parametros técnicos chave incluem a frequéncia, a poténcia e
0 tempo total de sonicagdo. De acordo com ABRAL et al. (2018), uma sonicacdo intensa (20—
25 kHz) induz cavitacdo violenta. Ap6s 60-90 min a 20 kHz, as particulas atingem tamanhos
nanométricos, embora a cristalinidade diminua. A sonicacdo fragmenta a celulose em
nanofibras, melhorando a disperséo e a transparéncia da suspensdo (SONG et al., 2017), a custa
de uma leve reducdo do indice de cristalinidade.

Por outro lado, os métodos quimicos (especialmente a hidrolise acida) séo geralmente
utilizados para obter nanocristais de celulose (CNCs). Durante a hidrdlise com &cidos fortes
(como H2SO4 ou HCI), as regides amorfas da CB sdo dissolvidas seletivamente, liberando
cristais rigidos. CHOI e SHIN (2020) relatam que esse processo quebra as ligac6es glicosidicas
das porcbGes amorfas, preservando as regides cristalinas. ARSERIM-UCAR et al., (2021)
observaram que, ao aumentar a temperatura da reacdo, a cristalinidade final aumenta e o
tamanho dos nanocristais diminui. No entanto, esses tratamentos quimicos requerem

substancias perigosas, geram efluentes acidos e podem introduzir grupos de sulfato (no caso do
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H.S0.), afetando a estabilidade térmica. Embora esses métodos quimicos fornecam
nanocristais com alta cristalinidade e tamanho uniforme, os métodos fisicos sdo mais “verdes"
por ndo produzirem residuos quimicos e por manterem a composicao original da CB (ABRAL
et al., 2018). Normalmente resultam em materiais mais fibrilares e menos cristalinos, mas com
a vantagem de serem indcuos e sustentaveis (CHOI; SHIN, 2020; RAHMADIAWAN et al.,
2023).

Um panorama geral dos diferentes tipos de nanocelulose, incluindo as formas
bacterianas e vegetais, pode ser visto na Figura 5, que resume as estruturas obtidas desde as
microfibrilas até os nanocristais e nanofibrilas de celulose, comparando as origens vegetal e
bacteriana (GORBUNOVA et al., 2023). Essa imagem ilustra as principais rotas e escalas de

obtencgdo desses nanomateriais.

Figura 5. Escala hierarquica da celulose e obtencdo dos diferentes nanomateriais de
celulose. A imagem mostra desde as estruturas macroscopicas da madeira e parede celular até

as formas nanomeétricas: microcristais (CMCs), microfibrilas (CMFs), nanocristais (CNCs.
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Fonte: GORBUNOVA et al., (2023)

Neste trabalho, optou-se pela rota fisica (Turrax + ultrassom) para obter NCB,
equilibrando a eficiéncia na reducdo de tamanho com a simplicidade e baixa toxicidade do

processo.
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2.6.  Técnicas de secagem aplicadas a nanocelulose

A secagem da nanocelulose é uma etapa critica, pois a remocao da agua pode induzir a
agregacao irreversivel (hornificacdo) das fibrilas e perda das propriedades nanométricas
originais (SOLHI et al., 2023). Por exemplo, foi observado que as nanofibras e nanocristais de
celulose secos por liofilizagcdo apresentam uma energia superficial menor do que 0s secos por
ar ou por aspersdo (SOLHI et al., 2023), o que indica que estas Ultimas induzem maior
aglomeracéo. Para minimizar esses efeitos e preservar a estrutura porosa, sao aplicadas diversas

técnicas de secagem adaptadas & nanocelulose. A seguir, sdo descritas as principais.

2.6.1. Secagem supercritica de nanocelulose (CO-)

A secagem supercritica de CO- € uma técnica avangada utilizada para obter aerogéis de
nanocelulose com estruturas altamente porosas e alta superficie especifica (PENG;
GARDNER; HAN, 2012). Neste processo, utiliza-se dioxido de carbono em estado
supercritico, o que permite uma eliminacgdo eficiente da agua sem comprometer a morfologia
ou a estrutura original das nanofibras de celulose. Ao contrario de outros métodos de secagem,
como a secagem por atomizacdo, a secagem supercritica previne a aglomeracéo das fibras e
mantém a integridade da rede de gel de celulose. De acordo com estudos recentes, como o
realizado por WANG et al., (2016), o processo de secagem por CO. supercritico resulta em
aerogéis de nanocelulose com uma rede nano-porosa e uma fraca contracdo (4,03%), o que
melhora suas propriedades estruturais e as torna adequadas para aplicacdes de alta superficie
especifica, como materiais de adsorcdo ou biomateriais. Esta técnica também apresenta a
vantagem de ser menos toxica e mais eficiente do que outros métodos, devido a sua capacidade
de evitar a degradacdo térmica da celulose, preservando suas propriedades biocompativeis e
funcionais (WANG et al., 2016).

2.6.2. Secagem por aspersao (spray-drying)

A secagem por atomizagdo € uma técnica eficiente e escalavel para transformar
suspensdes liquidas em pos secos de alta qualidade (GHASEMI; BEHROOZ; RAHIMI, 2023).
Este processo é realizado por meio da atomizacdo de uma suspensdo seguida da répida
evaporacao da &gua em uma corrente de ar quente. Segundo AMIN; ABADI; KATAS, (2014)
e GHASEMI; BEHROOZ; RAHIMI, (2023), a secagem por aspersdo permite conservar as
propriedades estruturais das nanofibrilas de celulose, mantendo seu tamanho em escala
nanométrica mesmo apds a fase de secagem (SOLHI et al., 2023). Isso é crucial para evitar a

agregacdo das fibras, um desafio comum em outros métodos de secagem, como a secagem por
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congelacdo ou secagem em forno. Em estudos anteriores, foi observado que o uso de
temperaturas de entrada de 150-240°C no spray dryer garante uma boa dispersibilidade do p6
resultante, facilitando sua utilizacdo em aplicagbes como compdsitos poliméricos ou
biomateriais. Além disso, foi demonstrado que a secagem por aspersao melhora a estabilidade
térmica e a cristalinidade da nanocelulose, superando outras técnicas de secagem, como a
liofilizacdo e secagem em forno, em termos de eficiéncia e controle da morfologia (PENG;
GARDNER; HAN, 2012). Apesar das vantagens, 0 processo requer um controle preciso de
fatores como a concentracéo de so6lidos na suspensdo e a velocidade de atomizagéo para evitar
blogqueios nos cabecgotes de atomizacdo e garantir a qualidade do p6 seco (HWANG et al., 2024;
PENG; GARDNER; HAN, 2012). Esses estudos demonstram que a secagem por aspersao é
uma das técnicas mais promissoras para a producdo de nanocelulose bacteriana com aplicacdes

industriais em larga escala.

2.6.3. Secagem convectiva (ar ou forno)

Este € 0 método mais simples, mas induz uma forte hornificacdo. Ao evaporar a agua
por aquecimento, as fibrilas colapsam devido as tensbes capilares e formam redes densas
irreversiveis. De fato, como mencionado, os nanomateriais liofilizados tém menor energia
superficial do que os secos ao ar ou por pulverizacdo (SOLHI et al., 2023), 0 que demonstra
maior aglomeracdo na secagem convencional. Em geral, a secagem ao ar ou em estufa é
utilizada apenas quando a dispersdo ndo é importante, pois deteriora as propriedades originais

do nanomaterial.

2.6.4. Liofilizacdo

Este processo é baseado na congelacdo do material e na posterior remocao da agua por
sublimacao, evitando as tensdes superficiais capilares. Ao aplicar a secagem supercritica (COz),
as dimensfes nanométricas originais das nanofibras sdo preservadas, enquanto a liofilizacao
forma estruturas em fita com espessura nanométrica (PENG; GARDNER; HAN, 2012). De
forma anéloga, em aerogéis de celulose bacteriana, utiliza-se a liofilizagdo (ou a secagem
supercritica) para manter a estrutura microporosa, o que resulta em materiais de baixa densidade
e alto volume especifico (REVIN et al., 2020).

2.6.5. Métodos emergentes

Tem sido desenvolvidas estratégias inovadoras para melhorar a secagem. ONYIANTA
et al., (2023) conseguiram secar fibras de CNF sem aditivos por meio de uma troca de fase

liquida: substituiram a agua por isopropanol e depois secaram rapidamente ao ar, obtendo pés
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secos de CNF facilmente dispersaveis com propriedades praticamente inalteradas
(ONYIANTA et al., 2023). (SANDERS et al., 2023) Empregaram secagem por electrospray
para CNC, utilizando atomizacéo eletrohidrodindmica (EHDA) para gerar gotas extremamente
finas; obtiveram p6 de CNC em escala nanométrica (10-500 nm de largura) que melhorou
significativamente a resisténcia de compositos com PLA (GHASEMI; BEHROOZ; RAHIMI,
2023). Outras técnicas em estudo incluem o spray-freeze-drying (primeiro congela, depois
liofiliza) e métodos de fluxo através de membranas para desidratar a suspensdo. A escolha da
técnica ideal depende do tipo de nanocelulose (CNF, CNC ou NCB) e do produto final desejado,
sempre buscando preservar a nanoestrutura e favorecer uma eventual reidratagdo no processo
downstream (HWANG et al., 2024).

2.7.  Caracterizagao de nanocelulose

A caracterizagdo estrutural, morfoldgica, térmica e mecéanica da nanocelulose
bacteriana (NCB) € essencial para compreender como os processos fisicos, como ultrassom,
homogeneizacdo ou secagem por aspersao, afetam suas propriedades. A celulose bacteriana é
um biopolimero de origem microbiana com alta pureza e cristalinidade, mas a desintegracdo
fisica pode modificar tanto sua morfologia quanto sua estrutura cristalina e funcionalizacao
superficial. Por isso, emprega-se um conjunto de técnicas analiticas complementares que

permitem avaliar de forma integral as nanoestruturas obtidas.

2.7.1. Técnicas de caracterizacdo estrutural

A difragdo de raios X (DRX) é fundamental para avaliar a cristalinidade da
nanocelulose. Ela permite calcular o indice de cristalinidade (Crl) e distinguir fases
polimérficas (celulose 1B, Ia, I, etc.), j& que os picos de difracdo correspondem a distancias
interplanares cristalinas. Um estudo onde se produziu BC com suco de meldo como fonte de
carbono, mostrou um Crl de 79,6%, evidenciando que até substratos alternativos permitem
obter BC altamente cristalina (EL-NAGGAR; MOHAMMED; EL-MALKEY, 2023). Além
disso, reafirma-se que a nanocelulose bacteriana apresenta um Crl alto (70-90%) devido a sua
estrutura ordenada e a auséncia de lignina e hemicelulose (GIRARD; CHAUSSE;
VERMETTE, 2024) Processos como o0 ultrassom costumam diminuir o Crl devido a
fragmentacéo das fibrilas (ABRAL et al., 2018).

Da mesma forma, a espectroscopia Raman pode revelar a orientagéo das microfibrilas
e seu grau de ordenagdo; AGARWAL, (2017), e mais recentemente TOFANICA et al., (2025)
Destacam seu uso para identificar a ordem molecular e a interacdo na nanocelulose (por

exemplo, distinguir mudancas anisotropicas sob tensdo). Na celulose bacteriana, 0 Raman
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permite distinguir as bandas vibracionais associadas ao esqueleto glicosidico, assim como as
diferencas entre regides cristalinas e amorfas.

Por outro lado, a espectroscopia no infravermelho (FTIR) identifica grupos funcionais
caracteristicos da celulose e detecta impurezas. Observam-se bandas de estiramento O-H
(~3330-3350 cm ™) e C—H (~2900 cm™), além de picos na regido de 1000-1100 cm™ (C-O e
C-O-C da celulose) (ROSTAMABADI et al., 2024). A presenca de bandas adicionais indica
impurezas: em particular, a banda em ~1731 cm™ (carbonilo de hemicelulose) desaparece apds
a remocao completa da hemicelulose (ROSTAMABADI et al., 2024). A auséncia de lignina
(que gera bandas em ~1510 cm™) também é confirmada por FTIR em nanoceluloses bem
purificadas (MENEGUIN et al., 2020). Essas técnicas estruturais complementares (DRX,
Raman, FTIR, ssNMR) oferecem informacgdes sobre a composicao cristalina e quimica de
CNC, CNF e CB (TOFANICA et al., 2025).

2.7.2. Técnicas morfoldgicas

Para examinar a morfologia da nanocelulose, sdo utilizadas principalmente microscopia
de alta resolucdo. A microscopia eletronica de varredura (MEV) fornece imagens da superficie
das nanofibrilas e nanocristais; permite medir comprimentos e didmetros em escala
nanométrica e observar agregados ou dispersdo do material em uma matriz. Como apontam
varias revisdes, 0 SEM ¢ ideal para visualizar a fibrilacdo: as imagens revelam fibrilas flexiveis
e entrelagadas ou nanocristais mais rigidos e aciculares (ROSTAMABADI et al., 2024).

A microscopia eletronica de transmissao (MET) oferece ainda maior resolugéo espacial,
sendo capaz de mostrar a estrutura interna e a secdo transversal dos nanomateriais
(MENEGUIN et al., 2020). A MET oferece maior resolucao, sendo ideal para avaliar a se¢do
transversal das particulas e confirmar sua ordem cristalina (MENEGUIN et al., 2020). A
microscopia de forca atbmica (MFA) ¢ utilizada para caracterizar a topografia 3D de fibras
individuais: mede alturas (espessura das fibras) e rugosidade da superficie da celulose em escala
nanométrica. Técnicas combinadas, como MFA-Raman, sdo especialmente Uteis para

correlacionar a resposta mecanica com deformacdes moleculares em nanofibras sob carga.
2.7.3. Técnicas térmicas
A andlise térmica permite avaliar a estabilidade térmica, a degradagdo e a

compatibilidade da nanocelulose com processos industriais, como a secagem por asperséo, a

encapsulacgdo ou a incorporacdo em materiais compostos. As duas técnicas mais utilizadas para
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essa finalidade sdo a anéalise termogravimétrica (TGA) e a calorimetria diferencial de varredura
(DSC) (FOSTER et al., 2018).

A TGA permite estudar a perda de massa dos materiais em fungéo da temperatura, o
que informa sobre a degradacdo térmica, a presenca de agua adsorvida ou ligada e a quantidade
de residuos carbonosos. De acordo com o estudo de JORDAN et al., (2019), os CNCs obtidos
de residuos de algoddo mostraram um intervalo principal de degradacgéo entre 200-350 °C, e
diferencas claras entre amostras oxidativas, branqueadas e parcialmente dessulfuradas,
dependendo de seus grupos funcionais e métodos de extracdo aplicados. A TGA pode ser
complementada com a DTG (termogravimetria derivada), que calcula a derivada da perda de
massa em relacdo a temperatura e permite identificar com maior precisdo o0s picos de
degradacgdo térmica do material. Por sua vez, MENEGUIN et al., (2020) estudaram BCNF
secas por secagem por atomizacao, observando que as curvas de TGA e DTG permitiram
identificar um perfil térmico estavel, com decomposicao térmica iniciada em torno de 290-310
°C. Alincorporacdo de excipientes como manitol ou maltodextrina alterou o perfil térmico, com
deslocamentos das temperaturas de degradacéo, o que indicou interagdes entre 0S componentes
do sistema (MENEGUIN et al., 2020).

Em outro estudo, TRACHE et al., (2020) revisaram o uso de técnicas como TGA, DTG
e DSC para caracterizar diferentes tipos de nanocelulose (CNC, CNF e BNC). Destaca-se que
a TGA é sensivel a variagBes estruturais, enquanto a DSC permite identificar transicfes
térmicas, como fusdo, reordenamento cristalino ou eventos exotérmicos derivados de
decomposicdo ou interacdo quimica. Adicionalmente, FOSTER et al., (2018) descrevem a
importancia de ambas as técnicas dentro do conjunto de ferramentas de caracterizacdo para
nanomateriales celuldsicos. Destaca-se que a andlise térmica ndo apenas fornece informacdes
fundamentais sobre os processos de degradacdo, como também contribui para a otimizacdo de

etapas como secagem, formulacdo e compatibilidade com polimeros.

2.6.  Aplicages agricolas e em bioinsumos

A BCN se destaca por sua alta cristalinidade, pureza, biocompatibilidade e estrutura
tridimensional porosa, 0 que a torna um biopolimero versatil para maltiplas aplicacfes. Sua
capacidade de reter agua, sua elevada superficie especifica e a facilidade para ser funcionalizada
permitem que a NCB atue como matriz em diversos sistemas bioativos (DITTA; ARSHAD;
IBRAHIM, 2015).
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O uso de BCN como matriz para a formulacdo de bioinsumos agricolas tem ganhado
atencdo devido a sua capacidade de imobilizar microrganismos, protegé-los frente a condi¢bes
adversas e permitir sua liberagdo gradual no solo. Sua estrutura porosa, alta retencdo de
umidade e superficie funcionalizavel a tornam especialmente atraente como suporte para
rizobacterias promotoras do crescimento vegetal, fungos benéficos ou consércios microbianos.
Segundo ZHANG et al.,, (2011), a imobilizacdo de células microbianas em estruturas
nanomeétricas permite melhorar a taxa de reacdo, facilita a manipulagcdo no campo e oferece
protecdo contra o estresse ambiental, prolongando a viabilidade celular. Além disso, a CNF
pode competir com outras matrizes naturais, como alginato ou quitina, permitindo modificacdes
qguimicas que ajustem sua interacdo com 0s microrganismos. O uso de nanoparticulas
funcionais ou recobrimentos nanometricos tem sido proposto como estratégia para preservar a
atividade de bioinoculantes durante o armazenamento. O uso de matrizes poliméricas em
formulacGes de biofertilizantes protege as células vivas da dessecacao, o que melhora a eficacia
agrondmica desses produtos (DITTA; ARSHAD; IBRAHIM, 2015).

2.6.1. Bioformulagéo e liberagdo controlada

Em sistemas de liberacdo controlada, a BCN atua como uma plataforma biopolimérica
que pode incorporar nutrientes ou compostos bioativos e libera-los de forma sustentada em
resposta a estimulos ambientais (como umidade, pH ou temperatura). Essa caracteristica é
chave para o desenvolvimento de fertilizantes inteligentes ou pesticidas de liberagéo lenta. O
uso de recobrimentos nanométricos sobre fertilizantes quimicos permite uma dosagem mais
eficiente e reduz a perda por lixiviacdo ou volatilizacdo. Os recobrimentos com nanoparticulas
e nanopolimeros contribuem para uma liberacéo sustentada, melhorando a disponibilidade do
nutriente ao longo do tempo e diminuindo o impacto ambiental (DITTA; ARSHAD;
IBRAHIM, 2015). A NCB pode cumprir essa fungéo, por ser biodegradavel, biocompativel e

ajustavel em sua composicao superficial.

Por outro lado, estratégias de liberagdo gradual para compostos bioativos também foram
desenvolvidas a partir de matrizes baseadas em biopolimeros funcionalizados, como celulose
ou quitosana. Isso permite uma administracdo direcionada de insumos agricolas, como
fertilizantes NPK ou pesticidas encapsulados, otimizando seu uso e reduzindo seu impacto
ecologico (DITTA; ARSHAD; IBRAHIM, 2015).

2.7. Biossintese e funcionalizagcdo de nanomateriais para aplica¢des bioativas

A nanotecnologia ¢ uma disciplina transversal que transformou diversos setores
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cientificos e industriais, desde a medicina até a agricultura. As nanoparticulas (NPs), com
tamanhos entre 1 e 100 nm, apresentam propriedades fisico-quimicas e morfologias que
diferem significativamente dos seus materiais de origem em escala macroscopica (CHEN;
YADA, 2011). Isso estimulou sua incorporacdo em biomateriais funcionais, como a
nanocelulose bacteriana.

A sintese de nanoparticulas pode ser abordada por dois enfoques principais: bottom-
up, baseado no autoencaixe molecular; e top-down, no qual materiais em escala macro séo
reduzidos por meios fisicos ou quimicos. Enquanto o enfoque ascendente permite maior
homogeneidade e menor presenca de defeitos, o descendente geralmente gera mais
imperfeicdes na superficie, o que pode afetar sua funcionalizacdo posterior. Ambos o0s
enfoques foram aplicados na sintese de NPs metélicas, inorganicas, organicas e hibridas com
propriedades dpticas, elétricas ou biolégicas incomuns (PANPATTE; JHALA, 2019).

2.8. Biossintese de nanoparticulas por rotas microbianas

Organismos como bactérias e fungos demonstraram uma capacidade notavel de reduzir
ions metalicos a nanoparticulas, aproveitando enzimas redutoras e moléculas estabilizantes
presentes em seu metabolismo. Esse processo pode ser realizado tanto intracelular quanto
extracelularmente, dependendo do organismo e das condicdes do meio de cultivo
(NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2010). Em particular, fungos como Aspergillus niger,
Fusarium oxysporum ou Trichoderma harzianum tém sido utilizados para a producdo de
nanoparticulas de prata (AgNPs), 6xido de zinco (ZnO-NPs) e 6xido de ferro, com propriedades

antimicrobianas, fertilizantes ou cataliticas (CHHIPA, 2018).

O uso de rotas bioldgicas ndo sé é mais seguro ambientalmente, mas também permite
controlar o tamanho e a morfologia das particulas obtidas. Além disso, as nanoparticulas
biossintetizadas geralmente estdo recobertas por compostos organicos (proteinas,
polissacarideos etc.) secretados pelos microrganismos, o que melhora sua estabilidade coloidal

e compatibilidade bioldgica.

2.9. Funcionalizacdo de nanomateriais com propriedades bioativas

Uma vez obtidas, as nanoparticulas podem ser funcionalizadas com moléculas
especificas para aumentar sua reatividade, seletividade ou integracdo com matrizes bioldgicas.
Essa funcionalizagdo pode envolver a adsor¢do, conjugacdo covalente ou dopagem dos
nanomateriais com polimeros, agentes bioativos (como extratos de plantas ou peptideos

antimicrobianos) ou biomacromoléculas (como proteinas, DNA ou polissacarideos) (DITTA;
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ARSHAD; IBRAHIM, 2015).

No contexto agricola, essas nanoparticulas funcionalizadas demonstraram potencial
como transportadoras de nutrientes, inibidores de patdgenos ou estimuladores do crescimento
vegetal. Por exemplo, as nanoparticulas de éxido de zinco dopadas com compostos organicos
podem liberar zinco de forma gradual, reduzindo a toxicidade por acimulo e melhorando a
eficiéncia do fertilizante (PANPATTE; JHALA, 2019). Além disso, foram desenvolvidos
nanomateriais hibridos que combinam propriedades antimicrobianas e de libera¢do controlada,
como as AgNPs encapsuladas em matrizes de celulose bacteriana ou quitosana, capazes de
liberar agentes ativos em resposta a condi¢cdes ambientais como umidade ou pH (CHHIPA,
2018). Essa sinergia entre biossintese e funcionalizacao é fundamental para o desenvolvimento
de plataformas inteligentes aplicaveis na agricultura de precisao.

Em conjunto, os avangos recentes na biossintese e funcionalizagdo de nanomateriais
abriram novas possibilidades para o desenvolvimento de formulacdes bioativas aplicadas na
agricultura, medicina e biotecnologia. Particularmente no campo dos bioinsumos, 0 uso de
matrizes como a nanocelulose bacteriana, junto com nanoparticulas funcionais de origem
bioldgica, oferece plataformas versateis para a imobilizacdo de microrganismos, a liberagdo
controlada de compostos e a criacdo de sistemas inteligentes adaptados a condi¢Ges ambientais
variaveis. Essas abordagens, respaldadas por estratégias verdes e sustentaveis, representam uma
mudanca de paradigma na forma de projetar solucdes biotecnoldgicas. A partir dessa base
conceitual, propde-se o desenvolvimento experimental de uma nanoformulagédo baseada em
nanocelulose funcionalizada com microrganismos antagonistas, cujo desempenho sera avaliado

frente a condicdes de estresse e patdgenos agricolas relevantes.

3. METODOLOGIA

3.1. Producao do SCOBY

Para produzir o SCOBY, foi utilizado um cultivo iniciador de um consdércio simbidtico
de bactérias e leveduras (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast: SCOBY), o qual foi
inoculado em um meio de cultivo composto por uma infuséo de cha verde e sacarose. Para isso,
dissolveram-se 10 g L' de cha verde e 80 g L! de agUcar de mesa (sacarose) em agua destilada
(AMARASEKARA; WANG; GRADY, 2020). Posteriormente, foram colocados 250 mL do
meio em frascos cilindricos de vidro previamente lavados, que foram cobertos com panos
porosos para permitir uma adequada aeracdo e seguros com um barbante. Os frascos contendo

0 meio de cultivo foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 20 minutos a uma pressao
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padrdo de 1 atm sobre pressdo (=15 psi) e deixados esfriar a temperatura ambiente. Apds o
processo de esterilizagdo, os frascos foram inoculados com o cultivo iniciador de SCOBY
fornecido pelo Laboratério de Microbiologia de FermentagGes. O processo de fermentacdo foi
realizado sob condicbes estaticas em uma incubadora, & temperatura ambiente (~30°C),
protegida da luz, durante um periodo de 10 a 14 dias, até a formacéo de uma pelicula gelatinosa
visivel de celulose bacteriana na superficie do liquido.

Em seguida, com o objetivo de aumentar a biomassa e a espessura da celulose, como
mostrado na Figura 6, as peliculas obtidas foram mantidas em incubacdo estatica prolongada,
para o que, periodicamente (aproximadamente a cada més), o meio esgotado foi substituido por

meio fresco com o proposito de nutrir o SCOBY e promover seu crescimento continuo.

Figura 6. Etapas do cultivo e multiplicacdo do SCOBY para producdo de celulose

bacteriana, incluindo recambio periddico de meio para aumento da biomassa.

1. Preparacdo do meio de 2. Esterilizacdo do 3. Inoculacio
cultivo (cha adogado) meio

5. Recambio de meio
fresco (para
maximizar biomassa).
Repeticdo periddica
cada duas semanas.

4. Fermentacdo estatica (30 °C)
até formagdo do biofilme na
interface ar-liquido

Fonte: Elaborado pela autora (2025)

3.2.  Purificagdo da celulose bacteriana

Para eliminar completamente a comunidade microbiana associada ao SCOBY, foi
aplicado um processo de purificagdo em duas etapas: tratamento alcalino seguido de

branqueamento oxidativo.
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Na primeira etapa, as peliculas formadas foram submetidas a um tratamento alcalino
com hidroxido de s6dio (NaOH 1 mol L) em banho-maria a 90 °C durante uma hora. Em
seguida, foram realizadas seis lavagens consecutivas com &gua destilada. Essa sequéncia foi
repetida duas vezes para garantir a remogdo eficiente de proteinas, residuos celulares e
compostos sollveis. Na segunda etapa, foi realizado o branqueamento oxidativo utilizando
hipoclorito de sodio a 1,5% (v/v), preparado a partir de cloro comercial, durante duas horas a
temperatura ambiente. Esse procedimento promoveu o clareamento das peliculas de celulose,
indicando a remoc&o de pigmentos residuais e compostos fendlicos que poderiam interferir em
analises posteriores. Apos o branqueamento, as amostras foram novamente submetidas a seis
lavagens consecutivas com agua destilada e posteriormente armazenadas até seu

processamento.
(Ver Figura 7).

Figura 7. Purificacdo da celulose bacteriana a partir de SCOBY.

1. Coleta da biomassa 2. Tratamento alcalino 3. Banho-maria 90 °C
(SCOBY) conNaOH 1 M durante 1 hora **

6. Lavagens consecutivas 5. Branqueamento 4. Lavagens consecutivas pos-
pos-branqueamento (6 vezes) oxidativo com NaOCl alcalinizacdo (6 vezes) **
durante 2 horas

*% As etapas 3 e 4 foram repetidas por duas vezes consecutivas

7. Coleta da biomassa
(SCOBY)

Fonte: Elaborado pela autora (2025)
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Esse protocolo de purificacdo foi adaptado do método descrito por AMARASEKARA,;
WANG; GRADY, (2020), o qual demonstrou eficacia na obteng&o de celulose bacteriana com
elevado grau de pureza, adequada para aplicacGes funcionais.

3.3. Processamento fisico para obtencédo de nanomateriais

O processamento fisico da celulose bacteriana purificada foi realizado em trés etapas
consecutivas: pré-trituragdo mecanica, dispersdo ultrassdnica e secagem por atomizagdo, com

0 objetivo de obter nanomateriais funcionais na forma de po6 fino. (Ver figura 8).

Figura 8. Processamento fisico da celulose bacteriana para obtencdo de nanomateriais.

1. Fragmentacdo manual 2. Trituragdo mecanica
da CB (Turrax)

4. Secagem por atomizagdo 3. Dispersdo ultrassénica

Fonte: Elaborado pela autora (2025)
Primeiramente, foi realizada uma homogeneizagdo mecanica utilizando um

microtriturador de alta velocidade (modelo TE-102, marca Tecnal®, Brasil), localizado no
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Laboratorio de Operacbes e Sistemas Térmicos da Engenharia Quimica (UFLA). Foram
utilizados 250 mL de suspensdo aquosa de celulose (aproximadamente 1% p/v), previamente
cortada em fragmentos manuais. O processamento foi realizado a uma velocidade de 20.000
rpm durante 5 minutos, em intervalos de 1 minuto, para evitar o sobreaquecimento. A amostra
resultante apresentou uma consisténcia fluida com particulas visivelmente reduzidas. Em
seguida, a suspensdo foi submetida a uma etapa de sonicacdo utilizando um disruptor
ultrassonico digital de sonda (modelo QR-350W, marca Ultronique®), operado a uma poténcia
de 70% e com uma frequéncia de trabalho de 20 kHz. O tratamento ultrassonico foi realizado
durante 5 minutos (300 segundos), com a ponta tipo MACRO completamente submersa, para
garantir a dispersao das nanofibras. Esta etapa permitiu a desagregacdo das microfibrilas e a
reducdo do tamanho das particulas para a escala nanométrica.

Finalmente, a suspensdo tratada foi processada por secagem por atomizagéo utilizando
um secagem por atomizacdo LM MSD 1.0 (Labmag do Brasil®), localizado no Laboratorio de
Embalagens e Encapsulacdo, da UFLA. Trabalhou-se com uma concentracao de entrada de 20
g de soélidos dissolvidos por litro, utilizando uma bomba peristéltica com fluxo de alimentacdo
ajustado para 0,30 L h™*. A temperatura de entrada foi fixada em 150°C e a temperatura de saida
oscilou entre 105 e 110°C. O fluxo de ar foi mantido em 30 L min™'. Sob essas condicGes,

obteve-se um pé branco fino, seco, com alta dispersibilidade e baixo teor de umidade.
3.4.  Caracterizagdo fisico-quimica do nanomaterial obtido

3.4.1. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacdo funcional dos nanomateriais obtidos foi realizada por espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), utilizando um espectrometro de
transmissao IRAffinity-1 (Shimadzu, Japdo). Para a analise, foi utilizado o método de pastilha
com brometo de potassio (KBr), numa proporcao de 1% m/m (0,0020 g de amostra + 0,1980 g
de KBr seco), alcancando uma massa total de 0,2000 g por pastilha. A mistura foi
homogeneizada em um pildo de agata e, em seguida, transferida para um molde de 13 mm de
diametro, onde foi prensada a uma pressao de 6 toneladas durante 15 minutos em uma prensa
hidraulica Bovenau ST-15, até formar pastilhas translucidas. Como referéncia, foi preparada
uma pastilha de KBr puro com as mesmas condi¢fes de massa e prensagem. Esta técnica foi
escolhida por sua capacidade de identificar grupos funcionais presentes na superficie da
celulose bacteriana processada, informacdo chave para avaliar seu potencial em aplicacfes
biotecnologicas, como matrizes de recobrimento, sistemas de liberagdo e compatibilidade

guimica com biomoléculas.
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Os espectros foram obtidos na Central de Analise e Prospeccdo Quimica da
Universidade Federal de Lavras, em uma faixa espectral de 400 a 4000 cm™, com resolucéo de

4 cm' e 32 varreduras por amostra.

3.4.2. Espectroscopia Raman

A caracterizacao vibracional por espectroscopia Raman foi realizada com o objetivo de
identificar os modos vibracionais caracteristicos da celulose e detectar possiveis alteracfes
estruturais induzidas pelos processos fisicos aplicados. Esta técnica, complementar a
espectroscopia no infravermelho (FTIR) e a difracdo de raios X (DRX), permite observar
mudancas sutis na organizacdo molecular, como variacdes na cristalinidade relativa, defeitos
estruturais ou o surgimento de novos modos vibracionais, contribuindo para uma melhor
compreensdo do efeito do ultraturrax, ultrassom e secagem por atomizacdo sobre a rede
celul6sica.

As andlises foram realizadas pelo Departamento de Fisica do Instituto de Ciéncias
Exatas (ICE) da Universidade Federal de Juiz de Fora (MG), utilizando um espectrémetro
Bruker MultiRAM FT-Raman com excitagdo a laser Nd:YAG de 1064 nm, em modo de
reflex@o. Os espectros foram adquiridos na faixa de 400 a 4000 cm .

3.4.3. Difragdo de Raios X (DRX)

A difracdo de raios X (DRX) foi utilizada para avaliar a cristalinidade e a organizacdo
estrutural da nanocelulose obtida ap6s o processamento fisico da celulose bacteriana
biossintetizada a partir de SCOBY. Esta técnica permite determinar a presenca e propor¢édo de
regibes cristalinas e amorfas no material, o que é crucial para inferir suas propriedades
mecanicas, térmicas e seu potencial de interacdo superficial em futuras aplicacdes
biotecnoldgicas.

A amostra seca em po foi embalada em um suporte de anélise e enviada ao Centro
Regional para o Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovacdo (CRTI), localizado em Goiénia
(GO). A medida de difracdo de raios X (DRX) foi realizada em um difratdmetro Bruker D8
Discover, utilizando radiacdo Ko de um tubo com anodo de cobre operando a 40 kV e 40 mA,
configuracdo Bragg-Brentano (6-0), detector pontual de cintilacdo. A medida foi adquirida no
intervalo angular de 26 entre 2° a 80°, com passo de 0,02°, e tempo de contagem de 6 segundos.

Os dados obtidos foram utilizados para calcular o indice de cristalinidade e comparar a
assinatura estrutural do nanomaterial com padrdes relatados para celulose bacteriana nativa e
modificada, a fim de estabelecer a eficdcia do método de disrupcao e secagem sobre a estrutura

interna do polimero.
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3.5. Micrografia por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As amostras de celulose bacteriana seca foram processadas no Laboratorio de
Microscopia Eletronica da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Para a preparacao,
pequenas quantidades do material em p6 foram depositadas sobre stubs metélicos previamente
recobertos com fita adesiva condutora de carbono. Em seguida, as amostras foram submetidas
a metalizacdo com ouro, a fim de tornar a superficie condutora e adequada para analise em
microscopia eletrénica de varredura (MEV). As amostras foram entdo analisadas em
microscopio eletrénico de varredura de emissdo de campo (FEG-SEM, modelo Tescan Clara),
operando sob condi¢fes adequadas de aceleracdo e vacuo para obtencdo de imagens com alta
resolucdo. As micrografias obtidas foram posteriormente analisadas utilizando o software
ImagelJ, com o objetivo de realizar medicdes morfoldgicas e estimar o didmetro equivalente das

particulas.

3.6.  Andlise de estabilidade térmica: TGA

Para a analise, foi utilizada aproximadamente 10,177 mg de amostra de celulose
bacteriana em pé seco. As amostras foram submetidas a aguecimento controlado em faixa de
temperatura de aproximadamente 25 a 900 °C, com taxa de aquecimento constante. Durante o
ensaio, foram registradas as variacbes de massa em funcdo da temperatura, permitindo a
identificacdo dos eventos téermicos associados a degradacdo do material. Adicionalmente, foi
realizada analise térmica diferencial (DTA) para auxiliar na interpretacdo dos eventos
endotérmicos e exotérmicos observados ao longo do aquecimento.

A anélise termogravimétrica (TGA) foi realizada na Central de Analise e Prospec¢do
Quimica da Universidade Federal de Lavras.

3.7.  Considerac0es finais sobre a metodologia

O conjunto de procedimentos descritos permitiu a obtencdo de um nanomaterial
funcional a partir de celulose bacteriana, integrando etapas de biossintese, purificacéo,
processamento fisico e caracterizacgdo estrutural. A estratégia adotada, que combinou técnicas
mecanicas de disrup¢do com secagem por aspersao, foi projetada para preservar as propriedades
fisico-quimicas da celulose enquanto favorecia a obtengéo de particulas em escala nanométrica.
As metodologias empregadas foram selecionadas ndo apenas por sua acessibilidade, mas
tambem pelo seu potencial de escalabilidade, o que é particularmente relevante considerando
as aplicagdes biotecnoldgicas previstas para esses materiais. As analises de caracterizagdo fisica

foram escolhidas por sua capacidade de fornecer informacgGes complementares sobre a
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composicao quimica, as interacbes moleculares e a cristalinidade dos nanomateriais obtidos.
Em conjunto, esta etapa experimental estabelece as bases para investigacOes futuras voltadas

para a funcionalizacéo e aplicagdo desses materiais no desenvolvimento de bioinsumos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo, sdo apresentados e analisados os principais resultados obtidos ao longo do
processo experimental, desde a producdo e purificacdo da celulose bacteriana biossintetizada
por SCOBY, até a obtencdo e caracterizacdo dos nanomateriais resultantes. Sao integradas
observacdes dos resultados, assim como interpretacdes baseadas na literatura cientifica, com o
proposito de validar a viabilidade do protocolo proposto. Além disso, discute-se o potencial do
material obtido para aplicagdes biotecnoldgicas, com base em suas propriedades estruturais,

quimicas e funcionais reveladas pelas técnicas analiticas aplicadas.

4.1.  Anélise por Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi empregada
com o objetivo de investigar a integridade quimica da nanocelulose bacteriana (NCB) obtida a
partir de SCOBY purificado, apds tratamento fisico com turrax, ultrassonicacdo e secagem por
atomizacdo. A analise foi realizada a partir de pastilhas de KBr, na faixa espectral de 4000 a
400 cm™.

A banda larga centrada em 3444 cm! corresponde a vibracdo de estiramento dos grupos
hidroxila (-OH), abundantemente presentes na estrutura da celulose. A largura desta banda esta
relacionada a extensa rede de ligacGes de hidrogénio intra e interfibrilares, responsavel pela
elevada higroscopicidade do material (PORTELA et al., 2019; WANG et al., 2017). A
manutencdo dessa absorcdo indica que as intera¢cbes moleculares observadas sdo compativeis
com a estrutura tipica da celulose tipo I, mesmo ap6s os tratamentos fisicos aplicados. A
absorcdo em 1620 cm™! € atribuida a deformacdo angular das moléculas de agua adsorvidas, um
fendmeno comum em materiais celulosicos devido a afinidade com agua, mesmo apés a
secagem. Alternativamente, essa banda pode refletir tracos de grupos carbonila (C=0),
possivelmente resultantes de oxidacOes superficiais durante as etapas alcalinas de purificagéo
(ADITIAWATI et al., 2023). O sinal observado em 1402 cm™ é classicamente associado a
deformacédo dos grupos metileno (CH-, scissoring) da cadeia celuldsica. No entanto, néo se
descarta uma possivel sobreposicdo com bandas de grupos carboxilicos (-COO"), que podem

se originar de residuos de &cidos organicos microbianos, como &cido acético ou acido
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gluconico, presentes no meio de cultivo do SCOBY (SURMA-SLUSARSKA; PRESLER;
DANIELEWICZ, 2008). A regido entre 1200 e 900 cm™ constitui a chamada “regido
fingerprint” da celulose. Destaca-se a banda intensa em 1100 cm™, atribuida ao estiramento
assimétrico das ligacbes C-O-C dos enlaces P(1—4), principal assinatura da cadeia
glucopirandsica. Essa absorcdo, combinada com bandas em 1055 cm™ € 999 cm ™, relacionadas
aos estiramentos dos grupos alcoolicos primarios e secundarios, confirma a preservagdo da
estrutura polimérica fundamental da celulose (KLEMM et al., 2011; WANG et al., 2017). Um
pico adicional observado em 822 cm™ € frequentemente associado a vibragdes fora do plano
dos grupos C—H da celulose tipo Ia. Ainda que a presenca dessa forma alotropica nao possa ser
confirmada exclusivamente por FTIR, esse sinal é compativel com a morfologia predominante
em celulose bacteriana (OH et al., 2005). O pico em 623 cm™, por sua vez, € atribuido a
deformac6es do anel glucopirandésico e flexdes de grupos —OH, completando a regido de baixa
frequéncia do espectro. O espectro resultante (Figura 9) revelou a presenca de bandas
vibracionais caracteristicas da estrutura celulésica, indicando que os principais grupos

funcionais foram preservados mesmo ap0s 0s processos de disrup¢do mecanica e purificacao.

Figura 9. Espectro de transmitancia infravermelha (FTIR) da nanocelulose obtida a
partir de celulose bacteriana produzida por SCOBY. Destacam-se as bandas caracteristicas

dos grupos. funcionais préprios da estrutura celulésica
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Fonte: Elaborado pela autora (2025)



30

De forma geral, o espectro obtido apresenta as principais bandas caracteristicas da
celulose do tipo I, sem evidéncia de bandas atribuiveis a lignina, hemiceluloses ou outras
impurezas tipicas da biomassa vegetal. Embora a espectroscopia FTIR ndo permita quantificar
a pureza do material, a auséncia de sinais relevantes de compostos ndo celuldsicos sugere a
eficacia do protocolo de purificacdo adotado. Esses resultados também estdo em concordancia
com as analises complementares de DRX e espectroscopia Raman, reforcando que a NCB

obtida manteve sua identidade quimica e integridade estrutural ap6s o processamento fisico.

4.2.  Andlise de espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman foi empregada como técnica complementar para a
caracterizacdo estrutural da nanocelulose bacteriana (NCB) obtida a partir do SCOBY, devido
a sua sensibilidade as interacbes moleculares, modos vibracionais especificos de ligacdo e
caracteristicas conformacionais da cadeia polimérica. As analises foram realizadas com laser
de excitacdo em 1064 nm, poténcia de 50 mW e 1024 varreduras acumuladas. A escolha do
comprimento de onda visou minimizar interferéncias de fluorescéncia, comuns em materiais
biolbgicos, ainda que com leve comprometimento da resolucdo espectral em comparacdo com
fontes de menor comprimento de onda.

A banda larga e intensa registrada na regido de 2900 cm™* ¢ atribuida ao estiramento
simétrico e assimétrico dos grupos metileno (—CH.) e das ligagdes C—H de grupos alquila. Essa
absorcdo € tipica das cadeias polissacaridicas e reflete a presenca de unidades de glicose na
forma anidra. Embora ndo permita confirmar diretamente a integridade completa dessas
unidades, a intensidade e a forma dessa banda sdo compativeis com a manutencao das principais
ligagdes da matriz celulésica (AGARWAL, 2017). Na regido de 1300 a 1500 cm™!, destacam-
se bandas em aproximadamente 1460, 1375 e 1335 cm™, associadas principalmente as
vibragdes de deformagao de grupos CH2 e C—H presentes na estrutura da celulose. Essas bandas
sdo amplamente descritas como caracteristicas do esqueleto celulésico e aparecem
consistentemente em materiais lignoceluldsicos e celulose bacteriana (AGARWAL, 2017).

Embora essas bandas estejam relacionadas a organizagcdo molecular da celulose, sua
interpretacéo isolada ndo permite a distingéo inequivoca entre diferentes formas cristalinas ou
graus de cristalinidade, sendo necessaria a combinagdo com técnicas complementares, como
difracdo de raios X (AGARWAL, 2019; BOUKIR; HAJJI; ZGHARI, 2018). A regido
conhecida como fingerprint vibracional da celulose, entre 1200 e 900 cm™!, apresentou dois
picos proeminentes em 1120 e 1095 cm™, esses sinais sdo atribuidos ao estiramento assimétrico

das ligagdes C—O-C e as vibracdes do anel piranose, respectivamente. Sua presenca indica a
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preservacdo da rede glicosidica e esta de acordo com os perfis espectrais descritos para celulose
do tipo I (AGARWAL, 2017). Outro sinal diagnostico relevante foi registrado em 893 cm™,
amplamente descrito como marcador das ligacdes p(1—4) glicosidicas entre unidades de
glicose. A presenca deste pico reforca a conservagdo da conectividade polimérica caracteristica
da celulose nativa, mesmo ap6s os tratamentos fisicos aplicados (STURCOVA; DAVIES;
EICHHORN, 2005). Na regido de menor energia, foi observado um pico em torno de 435 cm™,
comumente associado a modos de tor¢do do anel glucopirandsico e interagdes entre cadeias
vizinhas. Embora a atribuicdo desta banda como indicadora de coeréncia tridimensional tenha
sido relatada em sistemas altamente organizados, sua interpretacdo deve ser considerada
qualitativa, devido a sensibilidade dessa regido a resolucdo espectral e ao ruido instrumental.
O espectro resultante (Figura 10) revelou bandas caracteristicas atribuidas a estrutura
da celulose, sugerindo elevada pureza e preservacdo de elementos estruturais essenciais do

polimero analisado.

Figura 10. Espectro Raman da NCB processada por metodos fisicos.
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De modo geral, os resultados obtidos por espectroscopia Raman indicam que a NCB
analisada apresenta bandas vibracionais compativeis com a celulose bacteriana purificada, com
preservacdo das principais ligacBes quimicas e auséncia de sinais atribuiveis a lignina,
hemicelulose ou compostos aromaticos. Embora a espectroscopia Raman ndo permita inferir
diretamente o grau de cristalinidade, o perfil espectral obtido reforca a integridade quimica do
material e corrobora os resultados obtidos por FTIR e DRX, validando a eficiéncia do protocolo

de purificacdo e processamento fisico adotado neste estudo.

4.3. Difracdo por raios X (DRX)

A analise por difracdo de raios X (DRX) foi empregada para investigar a organizagdo
estrutural do material nanocelulésico processado obtida a partir de SCOBY purificado, apds
processamento fisico envolvendo desagregacdo mecénica com turrax, ultrassonicacdo e
secagem por secagem por atomizacdo. Os dados foram obtidos em um intervalo angular de 20
de 2° a 80°, com passo de 0,02° e tempo de contagem de 6 segundos por ponto, utilizando um
difratdmetro Bruker D8 Discover com radiacdo CuKa (A = 1,5406 A), sob configuracéo Bragg-
Brentano e tensdo/corrente de 40 kV e 40 mA.

O difratograma registrado (Figura 11) revelou picos de difracdo em regides superiores
a 25°, com maximos em 20 ~ 27,4°, 31,7°, 45,4°, 56,5°, 66,2° e¢ 75,3°. A auséncia dos sinais
classicos atribuidos a celulose tipo | (como os localizados em 14,8°, 16,6° e 22,6°) indica que
o tratamento fisico intenso promoveu uma reorganizacao significativa da estrutura cristalina da
NCB, resultando em um padrao de difracdo atipico, caracteristico de materiais semicristalinos
reorganizados. Devido a modificacdo no padrdo de difracdo, o calculo do indice de
cristalinidade pelo método de SEGAL et al., (1952) foi considerado inadequado. Em vez disso,
a interpretacdo foi conduzida de forma qualitativa com base na distribuicdo e intensidade dos
picos observados, que sugerem a presenca de regides parcialmente ordenadas, intercaladas com
dominios amorfos. A reorganizagdo estrutural com carater semicristalino sugerida pelos
resultados pode ser potencialmente vantajosa em determinadas aplicagGes tecnoldgicas, como
encapsulamento e liberacdo controlada, nas quais o equilibrio entre rigidez estrutural e
flexibilidade funcional é desejavel. As regibes cristalinas conferem estabilidade térmica e
mecanica, enquanto as regibes amorfas aumentam a difusividade e a reatividade superficial
(KOLAKOVIC et al., 2012). Assim, os resultados obtidos indicam que o processamento fisico
adotado nédo apenas fragmentou a rede polimérica, como também contribuiu para a formacéo

de uma estrutura potencialmente funcional em contextos biotecnolégicos.
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Figura 11. Difratograma de raios X da nanocelulose bacteriana (NCB) processada por métodos
fisicos.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025)

O padrdo de difracdo obtido ndo apresentou sinais atribuiveis a lignina, hemicelulose
ou outras impurezas tipicas da biomassa vegetal, o que é consistente com a elevada pureza da
celulose bacteriana, reconhecida por ser naturalmente livre desses componentes (FRENCH,
2014). Além disso, ndo foram identificados picos associados a forma cristalina tipo II,
frequentemente observada ap0s tratamentos alcalinos intensos, como aqueles localizados em
torno de 20 = 12,2° ¢ 20,1° (FRENCH, 2014). A auséncia desses sinais indica que o tratamento
alcalino aplicado ndo promoveu a conversédo da celulose tipo | para celulose tipo Il, fendmeno
normalmente associado a condi¢Ges mais agressivas de alcalinizagdo (O’SULLIVAN, 1996).
Esses resultados reforcam a eficacia do protocolo de purificagdo adotado (NaOH 1 mol-L™" a
90 °C, seguido de NaOCI 1,5%) na remocdo de impurezas, preservando simultaneamente a
estrutura cristalina caracteristica da celulose bacteriana

Por fim, os dados obtidos por DRX estdo em consonancia com o0s resultados
espectroscopicos de FTIR e Raman, que confirmam a preservacao da identidade celulésica do
material, mesmo ap0s os tratamentos fisicos aplicados. As bandas caracteristicas observadas
nos espectros de FTIR, atribuidas as vibra¢es de O—H, C—H e C-O-C, juntamente com o perfil
Raman tipico de celulose bacteriana, indicam que o biopolimero manteve suas principais

ligacGes quimicas. Assim, a rota de processamento adotada neste trabalho mostrou-se eficiente
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em preservar a composicdo estrutural e a funcionalidade da NCB para futuras aplicacfes

tecnoldgicas.

4.4. Caracterizacdo morfoldgica: Micrografia por microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

A analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) revelou que a celulose
bacteriana processada apresenta morfologia irregular, caracterizada pela formacéo de estruturas
lamelares e agregados de diferentes tamanhos, com superficies enrugadas e aspecto colapsado,
conforme observado na Figura 12.

Figura 12. Micrografia por microscopia eletronica de varredura (MEV) da celulose bacteriana
processada por secagem por atomizacdo, evidenciando a formacdo de agregados com
morfologia lamelar e estrutura colapsada (escala: 10 pum).

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Esse comportamento pode ser atribuido ao processamento fisico aplicado ao material,
especialmente a secagem por atomizagéo, que promove rapida remoc¢édo de agua e favorece o
colapso da rede nanofibrilar, com consequente formacao de estruturas densificadas e de dificil
redispersdo. Esse efeito foi descrito por MENEGUIN et al., (2020), que observaram colapso
das nanofibras de celulose bacteriana ap6s a secagem por atomizacdo, dificultando sua

reidratacao.
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Além disso, a presenca de particulas com dimensdes micrométricas e distribuicédo
heterogénea sugere a ocorréncia de aglomeracao durante o processamento. A literatura indica
que a secagem da nanocelulose favorece a aproximacao irreversivel entre fibrilas, com
formagdo de novas interacbes por ligacbes de hidrogénio, fenbmeno conhecido como
hornificacdo (agregacdo irreversivel de fibrilas), resultando na perda da individualizacdo
nanométrica (PENG; GARDNER; HAN, 2012; SOLHI et al., 2023).

A andlise quantitativa das imagens de MEV, realizada com auxilio do software ImageJ,
indicou que as particulas apresentam didmetro equivalente médio de 4,14 + 0,78 um (n = 10),
com valores variando entre 3,04 e 5,34 um. Esses resultados confirmam a formacdo de
agregados micromeétricos, indicando que as estruturas nanocelulésicas ndo permaneceram
individualizadas ap6s o processo de secagem. Esses resultados indicam que, embora a estrutura
original da celulose bacteriana seja nanofibrilar, o processamento fisico e a secagem por
atomizacdo promoveram a reagregacao das estruturas, resultando na perda da individualizacéo
nanométrica e na formacdo de particulas micrométricas. Morfologias heterogéneas em
nanocelulose processada sdo amplamente reportadas na literatura, dependendo da rota de
obtenc&o e das condicdes de secagem (HWANG et al., 2024; JONOOBI et al., 2015).

Dessa forma, os resultados obtidos indicam que o processamento por secagem por
atomizacdo alterou significativamente a organizacdo morfoldgica da celulose bacteriana,
promovendo a formacdo de particulas agregadas. Embora isso implique perda da dispersao
nanomeétrica original, essa morfologia pode ser vantajosa para aplicacfes que requerem
materiais em forma de p6, como formulagcbes sélidas e sistemas de liberacdo controlada
(HWANG et al., 2024; MENEGUIN et al., 2020).

4.5. A andlise termogravimétrica (TGA)

Inicialmente, observou-se uma perda de massa em torno de 98,9 °C, atribuida a remogéo
de 4gua livre e adsorvida na superficie do material, comportamento associado a presenca de
grupos hidroxila capazes de interagir com moléculas de agua (TRACHE et al., 2020; YANG et
al., 2007).Na faixa de aproximadamente 215 °C, foi identificado um segundo evento térmico,
relacionado a decomposicéo inicial de fragdes menos estaveis, frequentemente associadas a
regides menos organizadas (YANG et al., 2007).

O principal evento de degradacdo térmica foi observado em torno de 381,6 °C,
correspondendo a decomposi¢do da cadeia principal da celulose, com ruptura das ligagdes
B(1—4) glicosidicas e formacdo de produtos volateis. Esse comportamento estd em

concordancia com a literatura, que indica que a degradacdo da celulose ocorre
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predominantemente entre 315 e 400 °C (POLETTO; ORNAGHI JUNIOR; ZATTERA, 2014;
YANG et al., 2007). Posteriormente, em torno de 496,4 °C, observou-se um estagio adicional
de perda de massa, associado a degradacdo de residuos carbonaceos formados durante a etapa
anterior. Esse processo esta relacionado a carbonizacao parcial do material e & decomposi¢do
de estruturas mais estaveis (POLETTO; ZATTERA; FORTE, 2012).

Por fim, na faixa de aproximadamente 617,6 °C, foi identificado um evento térmico
associado a decomposic¢do final do residuo solido, indicando a presenca de fracdes altamente
resistentes a degradacao térmica, possivelmente relacionadas a formagé&o de carvdo. De maneira
geral, o perfil térmico observado é consistente com o comportamento tipico da celulose.
Variagdes nas temperaturas caracteristicas podem ser atribuidas as modificaces estruturais
induzidas pelo processamento fisico do material, especialmente a formacéo de agregados e a
reducdo da organizacdo estrutural, evidenciadas pelas analises de MEV (TRACHE et al., 2020).

A TGA associada a analise térmica diferencial (DTA) da celulose bacteriana processada
(Figura 13) evidenciou diferentes etapas de perda de massa em funcdo do aumento da
temperatura, indicando a ocorréncia de eventos térmicos caracteristicos de materiais

celulésicos.

Figura 13: Curvas termogravimétrica (TGA) e andlise térmica diferencial (DTA) da

celulose bacteriana processada por secagem por atomizacao (massa inicial: 10,177 mg).
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Fonte: Elaborada pela autora (2026)
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Os resultados obtidos ao longo das analises estruturais, morfoldgicas e térmicas indicam
que o material resultante do processamento fisico da celulose bacteriana ndo corresponde a
nanocristais isolados, mas sim a um sistema reorganizado derivado de nanocelulose, no qual
ocorre perda da individualizacdo nanométrica e formacdo de agregados micrométricos. Esse
comportamento esta associado principalmente aos efeitos combinados de cisalhamento
mecanico, cavitacao ultrassonica e secagem por atomizacéo, que favorecem a hornificacao e a

reaproximagcdo irreversivel das fibrilas.
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5. CONCLUSOES

A caracterizacdo estrutural da nanocelulose bacteriana (NCB) obtida a partir de SCOBY
purificado e submetida a rotas fisicas de processamento indicou, com base nas analises de DRX,
FTIR e espectroscopia Raman, que o material apresenta alta pureza quimica e preservacao das
principais ligagdes estruturais da cadeia celuldsica.

Os resultados de DRX evidenciaram um padréo de difracéo atipico, com auséncia dos
picos classicos da celulose tipo Io e surgimento de novos sinais em angulos superiores,
sugerindo uma reorganizacao estrutural com carater semicristalino induzida pelos processos de
cisalhamento mecéanico, cavitacdo ultrassbnica e secagem térmica por atomizacdo. Essa
reorganizacdo, embora implique perda parcial do ordenamento original, pode ser
potencialmente vantajosa em aplicacdes tecnoldgicas que requerem um equilibrio entre
estabilidade estrutural e reatividade superficial.

A andlise por FTIR indicou a presenca dos grupos funcionais tipicos da celulose, como
as ligacbes O-H, C-H, C-O e C-O-C, sem evidéncia de bandas atribuiveis a lignina,
hemicelulose ou compostos aromaticos. A integridade vibracional do material também foi
corroborada por espectroscopia Raman, que revelou bandas diagnésticas associadas as ligacdes
B(1—4) glicosidicas, ao anel glucopirandsico e a regido fingerprint da celulose, indicando a
manutencdo da estrutura polimérica ap0s os tratamentos aplicados.

A analise morfologica por microscopia eletronica de varredura (MEV) evidenciou a
formacdo de agregados com dimensGes micrométricas e morfologia lamelar colapsada,
resultantes do processo de secagem por secagem por atomizagdo. Esses resultados indicam a
perda da organizacdo nanofibrilar original da celulose bacteriana e a formacéo de estruturas
agregadas, o que pode influenciar diretamente suas propriedades fisico-quimicas e aplicacdes.

A andlise termogravimétrica (TGA) revelou um perfil de degradacdo térmica
compativel com materiais celulosicos, com multiplos eventos associados a perda de agua,
degradacéo de regibes menos organizadas, decomposicdo da cadeia celulosica e formacéo de
residuos carbondceos. As temperaturas observadas indicam que o material apresenta
estabilidade térmica caracteristica de sistemas celuldsicos processados, sendo influenciada
pelas alteracdes estruturais induzidas durante o processamento.

Em conjunto, os dados obtidos indicam que a rota de processamento fisico proposta
neste trabalho foi eficaz na conversdo da biomassa microbiana em um material nanocelulésico
com potencial funcional, apresentando alta pureza quimica e preservacdo das principais

caracteristicas estruturais da celulose. No entanto, o processamento aplicado promoveu a perda
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parcial da individualizacdo nanométrica e a formacéo de agregados micrométricos decorrentes
da reagregacdo das estruturas durante a secagem. Ainda assim, 0 material resultante mantém
propriedades estruturais e térmicas que o tornam promissor para aplicacdes em bioinsumos,

formulagdes sustentaveis e sistemas de liberagdo controlada.
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