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RESUMO

A produgao de biomoléculas vem aumentando significativamente nos ultimos anos,
devido a sua grande demanda como coadjuvantes de setores alimenticios,
farmacéuticos e biotecnologicos. Atrelado a isso, o custo de produgdo e
principalmente de purificacdo podem atingir patamares praticamente inviaveis. Com
isso, tem-se buscado alternativas que visam a redugao dos custos por meio de novas
estratégias de producdo e separagédo, empregando culturas multivariaveis com boa
capacidade de produgao desses compostos e a utilizagdo de tecnologias versateis de
separagao de alta qualidade por compensacéao ionizante. Este trabalho teve como
objetivo fracionar o caldo fermentado de uma cultura multivariavel (Kombucha) em
solugdes distribuidas por cargas ibnicas, empregando resinas de troca ibnica
comerciais. Para isso, foram realizados cultivos do Kombucha para a obteng¢ao de seu
caldo fermentado, seguido de uma separagdo primaria por centrifugacdo e
recuperacao do sobrenadante. Em seguida, foi conduzido o fracionamento em colunas
catibnicas e anidnicas, monitorando-se as etapas de carregamento, extragao, eluicdo
e regeneragao. O processo foi caracterizado quanto ao teor de solidos soluveis totais,
acidez total titulavel, pH, condutividade elétrica, sais dissolvidos, teor alcodlico,
biomassa residual e biofilme (SCOBY). Os resultados da cinética de fermentagao
evidenciaram variagdes progressivas nos parametros fisico-quimicos, com redugéo
do pH de valores iniciais proximos a 4,1 para cerca de 2,9 ao final do cultivo, associada
ao aumento da acidez titulavel de 0,29 mEq/L para valores acima de 3,2 mEqg/L. A
condutividade elétrica, que inicialmente variava em torno de 194 uS/cm, alcangou
valores préximos a 619 uS/cm, refletindo o acumulo de eletrdlitos durante a
fermentacao. O processo de fracionamento por troca ibnica mostrou-se relativamente
eficaz, com resultados de 98% de extracdo e 50% de recuperagao para colunas
catibnicas, enquanto a coluna anibénica apresentou extracédo de 55% e recuperagao
de 99% durante a eluicdo, indicando a liberacdo de compostos retidos. As variagdes
de condutividade, pH e sodlidos soluveis ao longo das corridas confirmaram a
separacgao seletiva de eletrélitos em suas respectivas cargas. Assim, conclui-se que o
emprego de resinas de troca ibnica constitui uma alternativa eficiente e escalavel para
o fracionamento do caldo fermentado do Kombucha, permitindo a obtencao de fracbes
enriquecidas com diferentes metabdlitos. Os resultados reforczam o potencial
biotecnolégico dessa abordagem para aplicagdes industriais, ao combinar baixo custo
operacional, seletividade de separacgéao e viabilidade ambiental.

Palavras-chave: bioprocessos; simbiose; bioativos; isoelétrico.



ABSTRACT

The production of biomolecules has increased significantly in recent years due to their
high demand as coadjuvants in the food, pharmaceutical, and biotechnological sectors.
However, production costs, particularly those related to purification, can reach
practically unfeasible levels. Therefore, alternatives have been sought to reduce costs
through new production and separation strategies, employing multivariable cultures
with high biosynthetic capacity and the use of versatile, high-quality separation
technologies based on ion-exchange compensation. In this context, the aim of this
study was to fractionate the fermented broth of a multivariable culture (Kombucha) into
solutions distributed by ionic charges, using commercial ion-exchange resins. For this
purpose, Kombucha cultures were prepared to obtain the fermented broth, followed by
a primary separation by centrifugation and recovery of the supernatant. Subsequently,
fractionation was performed using cationic and anionic columns, monitoring the steps
of loading, extraction, elution, and regeneration. The process was characterized
according to the content of total soluble solids, total titratable acidity, pH, electrical
conductivity, dissolved salts, alcohol content, residual biomass and biofilm (SCOBY).
The fermentation kinetics revealed progressive variations in physicochemical
parameters, with a reduction in pH from initial values close to 4.1 to approximately 2.9
at the end of cultivation, associated with an increase in titratable acidity from 0.29
mEg/L to values above 3.2 mEq/L. Electrical conductivity, which initially varied around
194 pS/cm, reached values close to 619 uS/cm, reflecting the accumulation of
electrolytes during fermentation. The ion-exchange fractionation process proved
relatively effective, with results of 98% extraction and 50% recovery for cationic
columns, while the anionic column showed 55% extraction and 99% recovery during
elution, indicating the release of retained compounds. Variations in conductivity, pH,
and soluble solids throughout the runs confirmed the selective separation of
electrolytes according to their respective charges. Thus, it can be concluded that the
use of ion-exchange resins is an efficient and scalable alternative for the fractionation
of kombucha fermented broth, allowing the recovery of fractions enriched with different
metabolites. The results highlight the biotechnological potential of this approach for
industrial applications, combining low operational cost, separation selectivity, and
environmental viability.

Keywords: bioprocesses; symbiosis; bioactives; isoelectric.
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1 INTRODUGAO

Diversas moléculas e biomoléculas desempenham papéis importantes na
industria alimenticia, farmacéutica, cosmética e de biotecnologia (Datta; Manchineella;
Govindaraju, 2020). Sua necessidade de produgcdo em larga escala tornou-se uma
necessidade para atender a demanda desses setores. Além disso, avangos na
otimizacado do sistema upstream (etapas de desenvolvimento, cultivo de linhagem
celular até a expansao da cultura das células) e o cultivo microbiano, permitiram a
producgao de diferentes compostos e 0 aumento da concentragado desses no processo
de producéo (Rangel; Gdmez Ramirez; Gonzalez Barrios, 2020). Apesar dos avangos
no sistema upstream, a produgcédo de biomoléculas em larga escala requer etapas de
purificacdo (downstream), necessarias para separar, purificar e remover impurezas
dos produtos (Song et al., 2022). No entanto, o processo downstream pode
representar uma parte significativa dos custos totais de produ¢do. O numero de etapas
de purificagdo e o grau de purificagdo podem representar até 80% do custo final do
produto(Lemma; Boi; Carbonell, 2021), podendo aumentar ainda mais dependendo
do tipo de composto, complexidade do meio em que esta presente e o0 processo
envolvido para obtencao (Da Rocha et al., 2019).

Uma alternativa para reducédo dos custos esta no emprego de sistemas de
cultivos multivariaveis, com fermentagbes ricas na diversidade microbiana e
subsequentemente ricas em seus compostos, que apresentem baixa manutencéo,
facil preparagdo, nulo grau de toxicidade e mensuragdo simples da cinética de
fermentacdo. O Kombucha é formado por uma diversidade microbiana sinérgica, rica
em compostos intermediarios e complexos, possui grau alimenticio, tem baixa
manutencao, e relatos cientificos indicam diversos beneficios de seus constituintes a
saude (Leal et al., 2018; Kitwetcharoen et al., 2023). Ele é produzido por uma cultura
simbidtica de bactérias acido acéticas, acido latico e leveduras, que fermentam um
meio complexo contendo cha e agucar como substrato (Coelho et al., 2020).

A cromatografia de troca ibnica € uma técnica comumente utilizada para
separar e purificar os compostos de diferentes meios fermentados (Chen et al., 2016).
Ela permite a separagao com alta resolucao e seletividade, possibilitando a obtencao
de fracbes purificadas de acidos organicos, polissacarideos e outros compostos
bioativos (Collins; Braga; Bonato, 2014; Rukowicz; Miesic; Alejski, 2014). Quando

aplicada a base de resina, tem comportamento versatil e caracteristico, ja que
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possibilita a combinagao da matriz para produzir tamanhos e porosidades variaveis,
tem capacidade de variar nos grupamentos funcionais para separagao e possui
grande faixa de operacdo em volume e pH (Kilikian; Pessoa Jr., 2020), E a operacéo
unitaria mais usada no processamento downstream de compostos bioativos, devido a
sua alta capacidade de ligacéo e eficiéncia de separagdo (Lemma; Boi; Carbonell,
2021).

A separacgao por resina de troca idnica também é amplamente utilizada na
industria devido a seu grau de escalabilidade, permitindo que projetos industriais
sejam dimensionados para tamanhos de particulas e formatos, sendo ainda
adaptadas para volumes de producao variaveis (Grushka; Grinberg, 2009). Do ponto
de vista ambiental, a utilizacdo de resinas de troca idnica alinha-se aos principios da
quimica verde e pode contribuir contra impactos ambientais de acordo com sua
composi¢cao e solventes de eluigdo (Altunterim; Vergili, 2022). Muitas vezes sao
empregadas para remogao de produtos toxicos e produtos quimicos agressivos em
diversas areas (Demcak; Balintova; Holub, 2020). As resinas de troca ibnica, quando
comparadas a outros metodos de separagédo, como a cromatografia liquida de alta
pressao, geralmente requerem menos etapas de preparagdo e utilizam menos
solventes, resultando em uma pegada ambiental reduzida (Alexandratos, 2021).

Embora possuam suas vantagens, sua eficiéncia pode ser limitada a sua
capacidade de troca de ions, 0 que pode exigir etapas adicionais de regeneragéo ou
substituigdo da resina (Kilikian; Pessoa Jr., 2020). As resinas podem ser afetadas por
variacdes de pH, forca ibnica e temperatura, o que exige um controle dos parametros
para garantir a qualidade de separacao. Além disso, quando em grau analitico, podem
sofrer com mé&o de obra intensiva e de qualidade, longos tempos de residéncia e
quedas de pressao na corrida de separagdo de compostos bioativos (Collins; Braga;
Bonato, 2014).

Embora varios materiais possam ser usados no processo de separag¢ao para
compostos e biomoléculas, materiais de ultima geragao disponiveis comercialmente
devem ser considerados para reduzir o custo e o numero de tentativas e acertos em
pesquisas. Por meio de planejamentos experimentais, nesse estudo foi avaliado o
fracionamento do caldo fermentado do Kombucha, empregando resinas comerciais

de baixo custo como possiveis meios cromatograficos de troca iénica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Kombucha

O Kombucha é uma bebida fermentada viva, refrescante e gaseificada. Sua
origem nao tem definicdo exata, porém diversos autores relatam sua originalidade no
leste e nordeste asiatico (Coelho et al., 2020; Mohd Ariff et al., 2023). Ela € conhecida
popularmente devido a suas caracteristicas sensoriais e seus beneficios associados
a saude (Coelho et al., 2020; Alves et al., 2022). Sua fermentagéo ocorre a partir do
extrato de cha (Camellia sinensis) e uma fonte sacaridea, junto a uma cultura
simbidtica de bactérias e leveduras que é comumente abreviada em SCOBY
(Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) (Leal et al., 2018; Kitwetcharoen et al.,
2023). O SCOBY ¢é uma pelicula celulésica formada no processo de fermentagao do
Kombucha, composta principalmente por agua, células microbianas, polissacarideos
(hetero e homossacarideos), proteinas, glicoproteinas, ions e outros compostos de
baixo peso molecular (Antolak; Piechota; Kucharska, 2021). A comunidade microbiana
presente no Kombucha € diversa e varia entre as fermentacdes e meios de culturas
iniciadoras, mas € composta principalmente por bactérias do acido acético, multiplas
cepas de leveduras e a presenca de pequenas quantidades de bactérias do acido
lactico (Coelho et al., 2020; Barbosa et al., 2021).

Durante a fermentacado, muitos compostos bioativos do cha sao liberados no
caldo, como polifendis, glicidios, cafeina e aminoacidos (Bishop et al., 2022a). Os
polifendis do cha sao conhecidos por conferir a atividade antioxidante no caldo do
Kombucha (Bishop et al., 2022a). Outros ingredientes bioativos também sao
produzidos, como &acido glucdnico e acido d-sacarico-1,4-lactona, que, segundo
alguns autores podem ser usados como excelentes antidotos para proteger o figado
(Kitwetcharoen et al., 2023).

O cha fermentado de Kombucha apresenta muitos efeitos benéficos, como
atividade antimicrobiano a antioxidante (Kitwetcharoen et al., 2023), tratamento de
Ulceras gastricas (Dimidi et al., 2019) e para colesterol alto (Costa et al., 2022). Possui
em sua composi¢ao estruturas bioativas que efetuam a desintoxicagcdo hepatica
(Cardoso et al.,, 2020a). Além disso, o fermentado do Kombucha contém muitos
alcoois, ésteres e acidos organicos, que realgcam o sabor do cha de Kombucha

(Jayabalan et al., 2014). A Figura 1 ilustra o caldo fermentado do Kombucha com
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suas respectivas estruturas de formacgao e seus principais constituintes quimicos e

bioquimicos.

Figura 1 — Visao geral dos constituintes do Kombucha

SCOBY
KOMBUCHA ( % )

- Agua

- Microrganismos
- Polissacarideos
- Proteinas

- Enzimas

- Glicoproteinas
-lons

-Agua

- Microrganismos

- Enzimas

- Proteinas

- Acidos organicos

- Vitaminas

- Compostos de baixo
peso molecular

Fonte: Autoria prépria (2025)
2.1.1 Composigado da microbiota

Uma variedade de microrganismos esta envolvida no processo de
fermentacdo do Kombucha, como Saccharomyces, Komagataeibacter, Acetobacter e
Gluconobacter (Marsh et al., 2014; Barbosa et al., 2021). Além disso, o Kombucha
pode apresentar diferentes perfis microbiolégicos de acordo com regides, ambientes
e substratos de fermentacéo (Bishop et al., 2022a).

Pesquisadores norte-americanos analisaram a diversidade microbiana do
Kombucha comercializada em diferentes regides da América do Norte e descobriram
que a maior abundancia de bactérias era Komagataeibacter (Harrison; Curtin, 2021).
Barbosa et al., (2021) relataram que os fungos Zygosaccharomyces bailli, as bactérias
Komagataeibacter hansenii e Komagataeibacter europaeusforam sao 0s
microrganismos dominantes no processo de fermentacao do Kombucha.

Dentre os microrganismos presentes no Kombucha, as bactérias do acido
acético dos géneros Acetobacter, Gluconacetobacter e Gluconobacter sdo as mais
abundantes no processo de fermentacdo. Essas bactérias sdo responsaveis pela

oxidagao do alcool produzido pelas leveduras durante a fermentagao, convertendo-o
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em acido acético (Barbosa et al., 2021). Além disso, elas também contribuem para a
produgao de outros acidos organicos, enzimas, compostos bioativos e celulose no
decorrer da fermentacéo (Villarreal-Soto et al., 2020; Alves et al., 2022).

O segundo grupo de microrganismos mais encontrado no Kombucha é o das
leveduras, que correspondem a 24% da sua populacéo de fermentacao (Barbosa et
al., 2021). Sao responsaveis pela fermentagao primaria do substrato, convertendo
acucares presentes no caldo em alcool e diéxido de carbono (Jayabalan et al., 2014).
Diferentes géneros de leveduras podem estar presentes, incluindo Saccharomyces,
Brettanomyces, Candida e Zygosaccharomyces. Essas leveduras contribuem para a
producao de compostos aromaticos, enzimas digestivas, ésteres e acetatos (Antolak;
Piechota; Kucharska, 2021; Harrison; Curtin, 2021; Costa et al., 2022). O Grafico 1
apresenta os sete principais microrganismos encontrados no caldo fermentado do

Kombucha, segundo Barbosa et al. (2021).

Grafico 1 — Principais microrganismos encontrados no Kombucha

133 linhagens ( n =102 bactérias, n = 31 fungos)

Fonte: Adaptado de Barbosa et al. (2021)

Pesquisadores também relataram a presenca de bactérias acido laticas no
processo de fermentagcdo do Kombucha, como Lactobacillus delbrueckii e
Lactobacillus casei (Junior et al., 2022). Esses microrganismos sao responsaveis pela
fermentacao dos agucares presentes no cha, convertendo-os em acido latico. Além

disso, essas bactérias desempenham um papel importante junto as bactérias acéticas
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na reducao do pH do caldo fermentado, contribuindo para inibigdo do crescimento de
microrganismos indesejaveis, aumentando sua preservagao e segurancga alimentar
(Leal et al., 2018). As bactérias do acido latico também podem produzir substéncias
antimicrobianas, bioativos e tém potencial probidtico (Antolak; Piechota; Kucharska,
2021).

As bactérias acéticas e laticas podem interagir sinergicamente, resultando em
uma producado equilibrada de acidos organicos e compostos bioativos (Jayabalan et
al., 2014). As bactérias acéticas também podem contribuir para a producdo de
vitaminas do complexo B e outros metabdlitos benéficos. Ja as leveduras podem
produzir compostos aromaticos, antioxidantes e precursores de sabores complexos
(Antolak; Piechota; Kucharska, 2021; Junior et al., 2022). O entendimento dessas
interacdes e da composicdo da microbiota é fundamental para a producéo controlada

de metabdlitos do caldo fermentado do Kombucha.

2.1.2 Composigao quimica e bioquimica

A complexa transformacdo quimica e bioquimica durante a fermentacao do
Kombucha resulta na formacao de diversos compostos e biomoléculas, como: acidos
organicos, agucares, vitaminas, aminoacidos, aminas biogénicas, purinas, pigmentos,
lipidios, proteinas, enzimas hidroliticas, etanol, cafeina, didoxido de carbono, polifendis,
minerais e acidos sacaridicos (D-sacarico-1,4-lactona) e outros metabdlitos
bacterianos (Jayabalan et al., 2014; Leal et al., 2018; Cardoso et al., 2020; Bishop et
al., 2022; Costa et al., 2022). A fermentagdo do Kombucha com variedades do cha
verde ou preto contém altos niveis de vitamina C (acido ascérbico) e vestigios de
algumas vitaminas do complexo B, tais como, tiamina, riboflavina, niacina, acido
pantoténico e fdlico, piridoxina, biotina e cobalamina (Bishop et al., 2022,
Kitwetcharoen et al., 2023).

Sua composigao mineral apresenta uma concentragao de ions que vém do
préprio cha de substrato, como fluor (F-), potassio (K+) e manganés (Mn4+), e outros
minerais essenciais (tragos), como cobalto (Co2+), cobre (Cu2+), ferro (Fe2+) e
magnésio (Mg2+) podem ser encontrados no Kombucha (Jakubczyk et al., 2021;
Bishop et al., 2022). Alguns pesquisadores quantificaram o teor de manganés, ferro,
niquel, cobre, zinco, chumbo, cobalto, cromo e cadmio no Kombucha, e demostraram

que a concentragao de certos minerais (Cu, Fe, Mn, Ni e Zn) aumentam ao decorrer
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do processo de fermentacéo, enquanto outros, como o cobalto, ndo (Bauer-Petrovska;
Petrushevska-Tozi, 2000).

Os polifendis encontrados no Kombucha sao derivados das folhas de cha de
substrato, que apresentam variagbes em suas concentracdes individuais de acordo
com o tipo de folhas de cha usado. Cardoso et al., (2020) analisaram Kombuchas
produzidas com folhas de cha verde e preto e verificaram que as concentragdes totais
de polifendis variaram de 0,70 mg GAE/mL (verde) a 1,09 mg GAE/mL (preto), e que
as amostras apresentaram quatro tipos de flavonoides, tais como catequina,
epicatequina, epicatequina galato e epigalocatequina galato.

O etanol, subproduto da fermentagao da levedura presente no Kombucha,
também pode ser encontrado com variagdes de concentracdes desde o primeiro dia
de fermentagédo. Sua concentragdo aumenta até o décimo dia e diminui ao decorrer
da fermentacao. Quando efetuada sequéncia de fermentagéo aerdbica e anaerdbicas,
€ convertido rapidamente em acido acético.

Os acidos organicos encontrados na fermentacdo do Kombucha, como
aceético, glucdnico, glucurénico, citrico, lactico, malico, tartarico, malbnico, oxalico,
succinico, piruvico e usnico, podem variar de acordo com a cultura iniciadora e podem
variar muito sua concentragao ao longo da fermentagao. Isso se deve principalmente
a concentragcdo de agucar e cha iniciadores, tempo de fermentacao e temperatura
(Chen; Liu, 2000; Jayabalan; Marimuthu; Swaminathan, 2007; Nguyen et al., 2015;
Watawana et al., 2017).

A cafeina presente no fermentado de Kombucha se deve as folhas de cha, e
desempenha um papel importante durante o processo de fermentagao, fornecendo as
leveduras e bactérias o nitrogénio necessario para os processos metabdlicos e a
construcédo de novas células, além de fornecer energia para as leveduras e bactérias
para que possam passar pelo processo de fermentacao (Crum; LaGory, 2016).

Os aminoacidos encontrados no caldo fermentado s&o: acido aspartico,
treonina, acido glutdmico, glicina, alanina, valina, metionina, isoleucina, leucina,
tirosina, fenilalanina, lisina, histidina, arginina, glutamina, asparagina, triptofano e
teanina (Taylor; Francis, 1995; Bishop et al., 2022). Pesquisadores relataram também
que o SCOBY continha maiores concentragbes de lisina, isoleucina e leucina, e
menores niveis de fenilalanina, valina, metionina, treonina, triptofano, acido glutamico,

alanina, acido aspartico e prolina (Leal et al., 2018).
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Em suma, o caldo fermentado do Kombucha possui uma variedade de
compostos e metabdlitos presentes que desempenham papéis essenciais em seu
processo de fermentacdo. A Tabela 1 apresenta informagdes moleculares dos
principais compostos presentes no caldo fermentado do Kombucha descritos na

literatura.

Tabela 1 — Principais espécies descritas na literatura presentes no Kombucha.

< Dimenséo . Massa Molar
Espécie Estrutura Carga (Angstrém) Carater (g/mol)
. g 2 4 .
Glicose h{_ Positiva 110 A Acido 180,16
-~
B,

Frutose .,%l‘ Positiva 110 A2 Acido 180,16
Etanol ~ Neutra 20,2 Az - 46,07
Cafeina m Positiva 58,4 A2 Acido 194,19
Acido acético i Positiva 37,3 A2 Acido 60,05

Acido clorogénico ﬁ@,sijfg. Positiva 165 A2 Acido 354,31

Acido galico Positiva 98 Az Acido 170,12

Catequina Positiva 110 Az Acido 290,27
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Dimensao

Massa Molar

Espécie Estrutura Carga (Angstrém) Carater (g/mol)
L]
Quercetina @‘l @ Positiva 127 Az Acido 302,23
Rutina Positiva 266 A2 Acido 610,5
Hidroxiacetona \u"-' Positiva 37,3 A2 Acido 74,08
Furfural @ﬁ- Positiva 30,2 A Acido 96,08
Acido férmico gt Positiva 37,3 A Acido 46,025
Alcool furfurilico @1 Positiva 33,4 A2 Acido 98,10
Di-hidroxiacetona '-’\u"‘*‘ Positiva 57,5 A2 Acido 90,08
Hidroximetilfurfural -\.@,f! Positiva 50,4 A2 Acido 126,11
%

D-Melezitose .1"&'4.. Positiva 269 A2 Acido 504,4

a

¥ ; a
S-acetoximetil-2- Positiva 56,5 A2 Acido 168,15

furaldeido
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.. Dimensao . Massa Molar
Espécie Estrutura Carga (Angstrém) Carater (g/mol)
Propanol LN Neutra 20,2 A2 - 60,10
Acido ascorbico & Positiva 107 Az Acido 176,12
o v fon y . -
Acido latico Positiva 57,5 A Acido 90,08

Acido glucoronico %q::_ Positiva 127 Az Acido 194,14

(M) Doadores de ligagées de hidrogénio, (l) Receptores de ligagdo de hidrogénio.
Fonte: Adaptado de PubChem (2025)

2.1.3 Parametros de fermentacao

A fermentacdo do Kombucha € um processo dinamico e altamente influenciado
por uma série de variaveis, sendo algumas diretamente afetadas pelo processo
fermentativo como pH, acidez, producao de acido acético, producao de acido latico,
concentracdo de etanol, presenga de compostos bioativos e o desenvolvimento do
SCOBY (Jayabalan; Marimuthu; Swaminathan, 2007; Li et al., 2021). Outras variaveis
do processo podem ser controladas e manipuladas para influenciar o processo
fermentativo como temperatura de fermentagdo, tempo de fermentacao, tipo e
concentracdo do cha utilizado como substrato, concentragdo e variacdo sacaridica,
proporgcao de inéculo e oxigenagcado do meio de fermentagéo (Jayabalan et al., 2014,
Coelho et al., 2020). A mensuracédo adequada dessas variaveis é fundamental para
monitorar o progresso de fermentagcdo e garantir a formacdo de produtos
fermentativos.

O Quadro 1 fornece uma referéncia dos parametros ideais de fermentagcao do
Kombucha. O monitoramento e ajuste dos parametros de fermentagdo do Kombucha,
bem como os produtos gerados durante sua fermentagdo, podem resultar na

otimizacao do processo fermentativo e na maximizagao de producao.
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Quadro 1 - Principais fatores e faixa de valores das variaveis de maior influéncia na produgao

de Kombucha

Fator Faixa
pH 25a4.2
Concentragao inicial de agucares 50 a 80 g/L
Acidez final 30 a 130 mEg/L

Concentragao final de etanol

0,0 2 17% (viv)

Concentragao final de acido acético 0,0a11g/lL
Compostos bioativos Variado
Tempo de cultivo 10 a 15 Dias
Temperatura de cultivo 28a36 °C

Concentragao de inéculo

10 @ 20% (V/V)

Oxigénio

Aerobico e Anaerdbico

Concentragao de cha

3g/L a 5g/L

Composigéo microbiota Diversa

Fonte: Autoria prépria (2025)
2.2 Fracionamento de biomoléculas

O fracionamento de compostos organicos e biomoléculas presentes em
caldos fermentados € uma etapa importante no processo para obtencao de produtos
de alto valor a partir de fermentacdes. Os processos envolvidos na separagao e
recuperacao, incluem as etapas de clarificacdo do caldo, o rompimento celular, se as
biomoléculas estiverem presentes no meio intracelular, purificacdo de baixa
resolucao, purificacéo de alta resolugdo e os tratamentos finais (Pessoa Jr.; Kilikian,
2005).

A clarificagdo é a primeira etapa na separagao de compostos organicos e
biomoléculas do caldo fermentado. Nessa etapa, o caldo € submetido a processos de
filtracdo e centrifugagéo, para remover solidos indesejados, como células, restos de
tecidos moleculares, polimeros de médio e alto peso molecular, e outros materiais
insoluveis (Taghavijeloudar et al.,, 2023). Essa etapa objetiva obter um liquido
clarificado, facilitando as etapas subsequentes de separacao.

Apoés a clarificagdo, alguns processos exigem o processo de rompimento
celular. Esse processo envolve a ruptura das células presentes no caldo para liberar
as biomoléculas de interesse e permitir 0 acesso e a recuperagao eficiente das
biomoléculas intracelulares (Li et al., 2021). O rompimento celular pode ser realizado
por diversos meios, sendo eles, o fisico, com a aplicacdo de forga mecanica, ou
quimicos e enzimaticos, com mecanismo de hidrolise e solubilizacdo (Pessoa Jr.;
Kilikian, 2005).
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Apds o rompimento celular, o caldo fermentado pode passar por uma etapa
de purificacdo de baixa resolugdo. Nessa etapa, sédo utilizados métodos como
precipitacao, ultrafiltracdo e particdo por fases para remover impurezas e compostos
indesejados ou obter fragdes mais concentradas e enriquecidas das biomoléculas de
interesse (Marson et al., 2021).

Na etapa de purificagdo de alta resolugdo, sdo empregadas técnicas de
cromatografia de afinidade, cromatografia de troca i6nica, cromatografia de exclusédo
molecular e outras técnicas avangadas para separar e purificar as biomoléculas alvo
com maior eficiéncia. Essas técnicas permitem uma separagao mais precisa, obtendo
compostos de alta pureza e alta concentracao (Kilikian; Pessoa Jr., 2020). Apds esses
processos, as biomoléculas e bioativos sofrem os tratamentos finais, que visam
garantir a qualidade e estabilidade dos compostos organicos obtidos estando livres de
impurezas e prontos para serem utilizados em aplicagdes especificas. Esses
tratamentos podem incluir etapas como desalting, concentragao, liofilizagdo e
esterilizagdo (Evans; Romero; Westoby, 2009).

A selecdo das etapas de separacao e purificagao depende das caracteristicas
especificas do caldo fermentado e dos compostos de interesse. Cada etapa deve ser
cuidadosamente escolhida a fim de obter o maximo rendimento e pureza dos
compostos desejados e tendo baixo custo de operagao. Além disso, analises quali-
quantitativas sdo fundamentais durante todo o processo de separagao. Essas técnicas
analiticas sao usadas para monitorar a composicdo e a pureza dos compostos em
cada etapa, permitindo ajustes e otimizag¢des necessarias (Sheen, 2016).

A Tabela 2 apresenta o principio e a operagao unitaria das principais etapas
de separacgéo e purificagdo de compostos organicos, biomoléculas e bioativos. A
selegao de etapas para separagédo de compostos organicos e biomoléculas presentes
no caldo fermentado do Kombucha vai depender de escolhas sequenciais que visem
fracionar o caldo sem danifica-lo e com numero reduzido de etapas de separacao.
Assim, o fracionamento sera realizado por meio da remocéao de sdlidos e particulas
presentes no caldo pela técnica de centrifugagdo, seguida da recuperagao do

sobrenadante e finalizando com as colunas de troca i6nica.
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Tabela 2 — Caracteristicas de cada etapa de separacao, purificagdo e tratamento

Etapas Operagdes unitarias

Principio

Filtragdo convencional

CLARIFICAGAO Filtragdo tangencial

Tamanho da particula

Tamanho da particula

Tamanho e densidade da

Centrifugacao particula
Homogeneizagéao Cisalhamento
Ultrassom Cisalhamento
R%hétwLiNgo Moagem em moinho de bolas Cisalhamento

Rompimento quimico ou
enzimatico

Hidrélise ou solubilizagao de
moléculas que compdem a
parede ou membrana celular

Precipitagao

PURIFICAGAO DE

o Ultrafiltragédo
BAIXA RESOLUGCAO

Extracdo em sistemas de fases

Solubilidade

Massa molar e raio
hidrodinamico

Solubilidade

Cromatografia de troca idnica

Cromatografia de afinidade

Cromatografia de imunoafinidade

PURIFICAGAO DE ALTA
RESOLUGCAO Cromatografia de interagéo

hidrofébica

Cromatografia de excluséo
molecular

Membranas adsortivas

Tipo e densidade de carga na
superficie da biomolécula
Sitios especificos da superficie
de uma proteina (adsorgéo)

Sitios especificos da superficie
de uma proteina (adsorgao
antigeno/anticorpo)

Hidrofobicidade

Massa molar

Massa molar ou sitios
especificos de superficie de uma
proteina

Cristalizacao
TRATAMENTOS FINAIS

Secagem

Solubilidade e caracteristicas de
equilibrio liquido-sélido

Caracteristicas de equilibrio
liquido-sdlido

Fonte: Adaptado de Kilikian at al., (2020)

2.2.1 Centrifugagao

A centrifugagdo € um processo amplamente utilizado na engenharia e na

biotecnologia para separar particulas sélidas ou liquidos de diferentes densidades

através da aplicacéo de forga centrifuga. O conceito basico da centrifugagcéo envolve

a rotacao de um recipiente contendo a mistura a ser separada, resultando na formacéao

de um gradiente de densidade. As particulas mais densas se deslocam em direcédo ao
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fundo do recipiente, enquanto as menos densas se concentram na parte superior
(Saha; Sarkar; Sen, 2022).

A centrifugacdo tem uma ampla variedade de aplicagbes em processos
biotecnoldgicos. Um exemplo comum € a separagao de células em culturas bioldgicas.
Durante a producdo de biofarmacéuticos, como proteinas recombinantes, é
necessario separar as células produtoras dos produtos. A centrifugacao é utilizada
nesse processo para sedimentar as células, formando um pellet no fundo do
recipiente, enquanto o sobrenadante contendo o produto desejado é removido. Esse
método de centrifugagao, conhecido como centrifugacao celular, permite a purificagao
e a concentragao eficiente de produtos de origem bioldgica (Leung, 2020).

Outra aplicagdo importante da centrifugacdo é a separagdo de particulas
subcelulares pelo método de centrifugacdo em gradiente de densidade por sacarose.
Segundo Srinivas et al. (2004), a centrifugacao diferencial € utilizada para isolar
mitocondrias e outras organelas a partir de células. Nesse processo, as células sao
primeiramente homogeneizadas para liberar as organelas. Em seguida, a
centrifugacédo é realizada em diferentes velocidades, permitindo a separagcéo das
mitocondrias dos outros componentes celulares com base em suas densidades
especificas (Srinivas et al., 2004).

A centrifugacdo € uma técnica de separagdao essencial em bioprocessos.
Através da aplicagdo de forgas centrifugas, € possivel separar eficientemente
particulas sélidas e liquidos com diferentes densidades a um custo reduzido e com

protocolos ja bem estabelecidos na literatura.

2.2.2 Trocadores idnicos

Os trocadores ibnicos ou também descritos na literatura como operadores de
troca ibnica, sdo equipamentos que efetuam a separacéao direcional de diversos ions
ou moléculas, através da remocao seletiva desses componentes com cargas elétricas
liquidas ndo nulas de solugdes liquidas (Inamuddin; Lugman, 2012). Seu mecanismo
ocorre quando os ions presentes na solugéo sao adsorvidos por matrizes carregadas
ionicamente, enquanto ions de carga oposta a matriz sdo liberados (Abréo, 2014a).

A troca ibnica tem uma ampla gama de aplicagdes na industria. Um exemplo
€ a purificacdo de proteinas, através da remocado de contaminantes ibnicos

indesejados presentes em uma solugdo contendo a proteina de interesse, ou o
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processo inverso, de ligagcdo seletiva das proprias proteinas para solugdes
fracionadas (Collins; Braga; Bonato, 2014).

O fenbmeno ocorre através do mecanismo equilibrio ionizante entre
especimes diferentes, ou também pode ser definida como a interagao reversivel na
mudanca de ions entre uma fase solida (o trocador de ions) e uma fase mével de
solugao, sendo o trocador de ions insoluvel no meio em qual a troca é realizada (Cai
et al., 2022).

Se um trocador de ions R-X transportando cations A* como ions de troca, é
colocado em uma solugdo aquosa contendo cations B*, e o grau de ionizacdo do
cation B* for maior que o cation A*, entdo uma reacao de troca i6nica pelo equilibrio

ionizante é efetuado podendo ser melhor representado pela Equagéao 1:
R—X"A%*s) +B 4y = R=X"B¥ 5+ A% 4q (1)

O equilibrio representado pela equagdao acima € um exemplo de troca
catibnica, onde R-X €& o grupo anibnico fixo insoluvel complemento do trocador de
ions, e 0 R-X'A* é chamado simplesmente de anion fixo. Os cations A" e B* séo
referidos como contraions, enquanto os ions na solugéo que tém a mesma carga que
o anion fixo do trocador sdo chamados de coions (Nachod; Schubert, 1956). Da
mesma forma, os anions podem ser trocados desde que seja empregado um meio
receptor de anions. Uma representagdo analoga de uma reacéo de troca anibnica

pode ser escrita conforme Equagao 2:
R—X+A‘(5) + B (g \ﬁR—XJfB"(S) + A7 49 (2)

Um ion pode ser definido como um atomo ou combinagdo de atomos
(molécula) que carregam uma carga elétrica liquida positiva (cation) ou liquida
negativa (anion) (Nachod; Schubert, 1956). As equacgdes anteriores ilustram a
diferenca essencial entre troca idnica e outros fendmenos de sorc¢ao. O fato principal
€ que a eletroneutralidade é preservada em todos os momentos nas fases de troca, e
isso, por sua vez, requer que o0s contraions sejam trocados em quantidades
equivalentes (Harland, 2007). Entre as principais caracteristicas de um trocador ideal

estdo: uma estrutura hidroéfila de forma regular e reprodutivel; capacidade de troca
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idbnica controlada e eficaz; taxa de troca rapida; estabilidade quimica; estabilidade
fisica em termos de forca mecanica e resisténcia ao atrito; tamanho de particula
consistente e area de superficie efetiva compativel com os requisitos para instalagdes
de grande escala.

Em geral, a troca ibnica € um processo versatil e eficiente que desempenha
um papel importante em diversos processos industriais. Desde a remogao de

contaminantes indesejados até separacéo e purificacdo de substancias de interesse.

2.3 Resinas de troca i6nica

As resinas de troca ibnica compdem uma das tecnologias mais aplicadas em
trocadores ibnicos, possibilitam através de suas combinacbes, a construcdo e
aplicagao de diversas matrizes funcionalizadas para separacado e purificacdo de
diversos componentes de solugdes liquidas (Abrdo, 2014a). Suas estruturas séo
constituidas por uma matriz solida contendo sitios ativos ligados covalentemente a
grupos funcionais, e sdo capazes de permitir a passagem e o acesso de moléculas e
ions sobre seu interior e superficie (Nachod; Schubert, 1956).

A classificagcdo dos trocadores ibnicos pode ser feita levando-se em

consideragao aspectos, como sua natureza, estrutura e grupo funcional Figura 2.

Figura 2 — Fluxograma com as principais classificag6es de resinas de troca i6nica

Sintética

Organica
Natural
Natureza
Sintética
Inorgénica
Natural
Catidnico forte
Gel Catiénico fraca
Grupo
Macroporosa . Anionico forte
Estrutura F Funcional
Iso-porosa Anibnico fraco

Quelante

Fonte: Autoria prépria (2025)
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As resinas inorganicas sintéticas apresentam sais de silicatos na sua estrutura
e sao geralmente formadas por trocadores como aluminio, ferro, magnésio, zircénio
ou calcio. Apresentam propriedades, tais como resisténcia a decomposicdo na
presenca de radiagdes ionizantes ou a elevadas temperaturas, o que as torna atrativas
para aplicagdes nucleares (Liberti; Helfferich, 1983; Abrao, 2014).

Ja as resinas inorganicas naturais, sao encontradas na forma de argilas,
rochas vulcanicas e minerais, como zedlitas, oxidos e sais minerais argilosos
(montmorillonita, ilita, caulinita, glauconita etc.). Por mais que sejam abundantes na
superficie terrestre, possuem baixa capacidade de troca ibnica, devido a sua
dissimetria estrutural, além de serem atacados por acidos ou bases (Williams;
Hudson, 1990; Collins; Braga; Bonato, 2014)

As resinas organicas naturais, como a agarose, celulose e dextrana quando
tratadas quimicamente, podem apresentar caracteristicas adequadas a trocadores
ibnicos. Em contrapartida, quando nao tratados possuem pouca estabilidade quimica
€ mecanica. A maioria incha excessivamente e se decompde facilmente em contato
com acidos minerais, alcalis fortes e agentes oxidantes. Portanto necessitam ser
estabilizados mediante tratamento quimico (Kilikian; Pessoa Jr., 2020).

As resinas organicas sintéticas sdo amplamente utilizadas devido a sua alta
capacidade de troca, estabilidade quimica e disponibilidade em uma ampla variedade
de formas e tamanhos. Alguns exemplos comuns de matrizes de troca idnica sintéticas
incluem polidivinilbenzeno, poliestireno, polimetacrilato, poliacrilico e gel de silica
modificado (Alexandratos, 2021; Liu et al., 2021).

As resinas tipo gel possuem uma estrutura de gel tridimensional altamente
reticulada, o que proporciona uma grande area de superficie para a troca idnica. As
resinas macroporosas sao caracterizadas por uma estrutura porosa maior, permitindo
uma maior capacidade de troca ibnica. Ja as resinas isoporosas possuem poros de
tamanho uniforme, o que lhes confere propriedades de troca ibnica altamente
seletivas (Liberti; Helfferich, 1983; Simon, 1991).

Nos grupos funcionais, as resinas catidnicas de acido forte possuem grupos
funcionais como, o acido sulfénico (-SOsH) que sdo capazes de trocar cations em
solugdo. As resinas catidnicas de acido fraco possuem grupos funcionais, como o
acido carboxilico (-COOH), que apresentam uma capacidade de troca ibnica menor.
Ja para as resinas aniénicas de base forte possuem grupos funcionais como, o grupo

amino (-NHz), e sdo capazes de trocar anions em solugéo. Por outro lado, as resinas
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aniénicas de base fraca possuem grupos funcionais como, o grupo amina (-NHs3),
apresentando uma menor capacidade de troca ibnica (Williams; Hudson, 1987;
Harland, 2007).

Por fim, temos as resinas quelantes, muitas vezes sintetizadas por
poliestireno clorometilado com grupos funcionais especificos, como o grupo bis[2-(2-
benzotiazoliltioetil)sulfoxido], capazes de formar complexos estaveis com ions
metalicos de (Hg?*, Ag*, Cu?* e Cd?*). Essas resinas sdo utilizadas para a remogao

seletiva de metais pesados em amostras de aguas (Ji et al., 2007).

2.3.1 Matriz

As matrizes empregadas para o processo de separag¢ao por troca idnica sao
elementos indispensaveis, pois sao elas que vao conferir estabilidade na troca,
disponibilidade para rearranjo de sitios ativos para grupos funcionais. Ou seja, elas
sao o corpo estrutural e a base para construgao de qualquer resina de troca idnica.

Quando construidas e tratadas, tem o poder de proporcionar sitios ativos que
quando ocupados por grupos ou elementos catidnicos, apresentam denominagao
trocador catiébnico e quando ocupado por anions recebe o nome de trocador aniénico
(Simon, 1991; Collins; Braga; Bonato, 2014). Além disso, podem ser construidas de
forma polifuncionais, quando apresentam sitios ativos ocupados por anions e cations
ao mesmo tempo (Fritz, 2005).

Muitas dessas resinas, independentemente de sua natureza, possuem uma
estrutura tridimensional irregular. Embora o comportamento difira entre elas, as
resinas ibnicas possuem uma caracteristica comum: todos apresentam um excesso
de carga na estrutura que é balanceada por ions ligados a mesma (Abrao, 2014).

As resinas formadas por monémeros de estireno e acrilato sdo as mais
comercializadas em escala industrial, por serem de facil manipulacdo e grandes
volumes de mercado. Além disso, possuem uma alta resisténcia mecanica, grande
estabilidade quimica de formacéo e alta capacidade de troca em toda faixa de pH
(Lenhoff, 2011). A Figura 3 ilustra a formagao estrutural de poros e sitios ativos ligados
a grupos funcionais catibnicos e anidnicos de resinas macroporosas a base de

poliestireno.
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Figura 3 — Representacao tridimensional de uma microesfera de matriz poliestirenica

Fonte: Autoria prépria (2025)

O poliestireno € bem empregado como matriz de trocadores iGnicos, pois
podem ser funcionalizados com grupos aniénicos e catidnicos (sulfénico ou amonio
quaternario), devido a seu arranjo tridimensional apresentam alta seletividade e
geralmente operados em uma grande faixa de pH e temperatura. Sado conhecidos por
sua resisténcia quimica, alta taxa de fluxo e propriedades mecanicas favoraveis. Séao
utilizados ha décadas para purificagdo de agua, tratamento de efluentes industriais,
desmineralizacdo de solugdes, remogédo de ions indesejaveis e separagado de
componentes idnicos especificos em diferentes setores industriais. Além de
possuirem facilidade termodinamica e hidrodindmica para ampliagdo de escala
(Naderi et al., 2002; Ozer et al., 2013; Abayie; Leiviska, 2022).

A matriz a base de agarose é oriunda da purificagdo do agar, obtido da alga
Rhodophyciae. E uma matriz hidrofébica e altamente porosa, tem capacidade
excelente de operacgao para troca ibnica na faixa de temperatura de 20 a 60°C, possui
baixa estabilidade em valores extremos de pH, resiste ao tratamento de autoclave até

120°C, porém pode sofrer modificagdes estruturais irreversiveis. Além disso, possuem
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boa propriedade hidrodinamica, possuem ainda uma taxa de fluxo que pode variar de
10 a 300 ml/cm?.h, e ndo devem sofrer desidratacgao (Kilikian; Pessoa Jr., 2020).

Matrizes de base celuldsicas sdo estudadas e aplicadas desde a década de
40. Possuem um carater hidrofobico, capacidade de troca na faixa do pH 3 a 10,
quando construidas em estrutura macroporosa possuem boa vazao da fase movel e
facil acesso de moléculas, adsorvem agua em quatro vezes superior a sua massa, 0s
poros dependem do grau de solvatagédo e necessita de intumecimento para abri-los.
Além disso, possui formas estruturais de fibra, microgranulos ou esferas, tem boa
propriedade hidrodindmica, capacidade de fluxo de 400 mL/cm?h na forma esférica,
ainda apresenta boas propriedades termodinamicas, melhor rigidez e estabilidade
quimica (Pessoa Jr.; Kilikian, 2005; Inamuddin; Lugman, 2012; Collins; Braga; Bonato,
2014).

A matriz formada por dextrana é produzida por Leuconostoc mesenteroides.
Possui carater hidrofébico, elevada estabilidade quimica e facil derivatizagdo. Porém,
sdo menos estaveis que a celulose, mas operam em uma faixa mais ampla de pH 2 a
12 para corrida de troca ibnica. Quando em forma de gel, necessita de intumecimento
e sua porosidade tem capacidade natural de separar biomoléculas de até 300 kDa.
Possui ainda poros homogéneos, sido autoclavaveis, biodegradaveis, porém
dependem de pequenos volumes de leito para funcionarem (Kilikian; Pessoa Jr., 2020;
Kinrade; Davies; Vance, 2020).

As matrizes aqui apresentadas s&o materiais que possuem grupos funcionais
capazes de trocar ions presentes em solugdes aquosas, permitindo a remocgao
seletiva de ions especificos e a obtencao de produtos mais puros. A escolha da matriz
de troca idnica adequada depende da natureza dos ions a serem separados, das
condicbes de operacao e dos requisitos especificos do processo. O quadro 2
apresenta faixas tipicas de operacao para algumas matrizes de troca ibnica comuns.
Além das faixas de operacéao, outros parametros importantes a serem considerados
na escolha da matriz de troca idnica sao a capacidade de troca, a seletividade para
determinados ions, a resisténcia mecanica, a compatibilidade com solventes e a

capacidade de regeneragao.
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Quadro 2 - Caracteristicas de matrizes em trocadores i6nicos

Faixa de
Matriz Faixa de pH Temperatura Observacgoes e aplicagdes
(°C)
Zeollta.s 7.0 20 — 180 Alta estabﬂ@ade térmica e baixa
Naturais capacidade de troca
Resinas Sustentaveis e compativeis com
. 2-11 0-60 co -
Vegetais aplicagdes farmacéuticas
Gel de Silica Alta seletividade e muito empregada
i 2-12 20-60 .
Modificado para cromatografia
Celulose 3-10 080 Biocompativel e amplamgnte utilizada
em cromatografia
Agarose 3_14 20— 60 Amplamente ut|I|za~da em eletroforese
e separagado de DNA
Dextrana 5_12 20— 60 Alta permeabllldade. e utlllzada em
colunas de filtragao
Poliestireno 0-14 0-80 Alta capacidade de troca e
estabilidade quimica
Poliacrilamida 014 10 — 60 Utilizada em eletrofore_se dg proteinas
e estudos de ligagao
Poliacrilato 1-13 0-60 Alta capacidade de troca
compatibilidade com solvestes
Polimetacrilato |  2- 14 20-70 Utilizada em cromatografia &
separagdo de compostos

Fonte: Autoria prépria (2025)
2.3.2 Grupos funcionais catiénicos e anidnicos

Os grupos funcionais empregados nos sitios ativos de matrizes resinadas
desempenham o papel de trocar ions aderidos nos grupos, por novos ions ou
moléculas com carga elétrica liquida equivalentes presentes na solugdo. Eles sao
responsaveis por permitirem a troca seletiva de ions durante o processo de separagao
e purificagao (Harland, 2007).

A seletividade dos grupos funcionais aumenta com o grau das ligagoes
cruzadas presentes na matriz. ons com carga elevada sdo ligados mais fortemente
aos grupos do que ions de baixa carga, quando presentes nas mesmas concentragdes
(Abrao, 2014). lons com a mesma carga, porém com diferentes tamanhos moleculares
na solugéo, tem graus de afinidade diferentes. Esse efeito relaciona-se melhor com o
poder de polarizacdo do ion e seu grau de hidratacao, e a afinidade diminui com o
aumento do raio do ion hidratado (Collins; Braga; Bonato, 2014). Os ions de resinas
catibnicas fortes seguem o grau de afinidade de acordo com sua valéncia e sua

constante de ionizacao, conforme apresentado no Quadro 3.
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Quadro 3 - Niveis de afinidade de contraions em resinas catidnicas e anionicas

Grau de afinidade de cations em resinas funcionalizadas anionicamente

Th# > Mo3* > Fe3* > AIP* > Ba2* > Pb2* > Be3* > Sr2* > Ca?* > Co?* > Ni2* > Cd?* > Cu?* > Zn?* >
Mg?* > Mn2* > Ti* > Ag* > Cs* > Rb* > K* > NHs* > Na* > H* > Li*

Grau de afinidade de anions em resinas funcionalizadas cationicamente

S04% > CrO4% > citrato® > tartarato? > AsO43 > PO43 > Mo0O42 > ClO4 > |- > NO3z > Br-> CN- >
CI- > HCOg3 > formato > acetato- > OH- > F-

Fonte: Adaptado Collins et al., (2014)

Entretanto, quando em altas concentragdes, a ordem de afinidade pode ser
diferente, sendo o efeito de valéncia diminuido ou até mesmo invertido (Collins; Braga;
Bonato, 2014). A Figura 4 traz os grupos funcionais que mais sdo empregados
comercialmente em resinas de troca idnica em seguida seus respectivos contraions

mais utilizados comercialmente.

Figura 4 — Grupos funcionais mais empregados em resinas de troca idnica comerciais

- \

Trocadores Cationicos

-S0; —C00~ —P0%3~ —As03~
_ — e R A
Sulfénico (forte) Carboxilico (fraco)  Fosfénico (fraco) Arsénico (fraco)

4 Trocadores Anionicos N
—NHf  NH;j N+ Do+
3 2 VRN /
L Y ) ‘ﬁ_' ‘*_’
Amino (fraco) Aménio Quartenario (forte) Sulfénio (forte)

\ /

Fonte: Adaptado de PUC (2020)

Os grupos funcionais anidnicos possuem alta afinidade por cations e os
contraions mais empregados sdo os ions positivos, como ion hidrénio (H3O* / H*)
sodio (Na*), potassio (K*) e célcio (Ca?*). Em contrapartida, os grupos funcionais
catiénicos possuem alta afinidade por &nions e seus contraions mais empregados sao

os ions negativos, como ion hidroxila (HO-), cloreto (CI), sulfato (SO4?") e o nitrato
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(NOs7). A Tabela 3 apresenta uma perspectiva das principais caracteristicas de resinas

catibnicas e anidnicas comercializadas pela empresa Purolite no Brasil.

Tabela 3 — Caracteristicas de resinas cati6nicas (acidas) e aniénicas (basicas)

Parametros Resina Catidnica Resina Anidnica
Tamanho da particula 10 um — 1200 ym 10 um — 1200 ym
Porosidade 1nm—-8nm 1nm—-8nm
Grupos funcionais fortes Sulfénico ou Sulfometil Amonio quaternaria ou Dietil-2-
hidroxipropil aminoetil
Grupos funcionais fracos Carboxi ou Carboximetil Aminoetil ou Dietilaminoetil
Eluentes Diversos Diversos
Carga ( +) positiva (—) negativa
Capacidade 0,6 — 10,7 Eq/L 0,4-4,8 Eq/L
. . PS, PS/DVB, PMA, PMA/PS, .
Composicao matriz PA, PA/DVB* PS, PS/DVB, PA, PA/DVB
Faixa de operagao de pH 0-14 2-14

*PS: Poliestireno; DVB: Divinilbenzeno; PMA: Polimetacrilato; PA: Poliacrilico.
Fonte: Adaptado Purolite Brasil (2023)

2.3.3 Ambientador, eluentes e regenerador

O processo de separagao de compostos, ions e contraions das resinas de
troca idnica, requer compatibilidade de solventes com a amostra e a resina, além da
capacidade de regeneracado necessaria para novas separacdes. Assim, o processo €
feito utilizando solugcbdes quimicas tamponantes, acidas ou basicas concentradas, ou
diluidas, a fim de ambientar, tratar e extrair os compostos, e depois recupera-las
(Williams; Hudson, 1987).

O processo de separacdo segue envolvendo as etapas de preparo ou
hidratacdo das matrizes de troca ibnica, aqui ocorre a ambientacdo e/ou o
intumescimento das resinas. Isso envolve a imersédo das resinas em agua ou solugdes
orgéanicas como etanol ou metanol, para que haja a expansao dos poros e solvatagao
(quando necessario) das matrizes, preparando-as para o processo de troca (Williams;
Hudson, 1987, 1990).

Na etapa seguinte, ocorre o carregamento, em que a matriz de troca ibnica é
carregada com contraions de menor ionizacdo do que os compostos presentes na

amostra que sera tratada. Isso envolve a passagem de uma solugdo contendo os
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contraions desejados pela matriz, permitindo que eles substituam os contraions
originais presentes nas resinas (Abrao, 2014; Rukowicz; Miesic; Alejski, 2014).

A extragdo segue apos o carregamento, na qual, a amostra contendo os
compostos que se deseja separar € passada através das resinas de troca idnica.
Nesse processo, ocorre a troca seletiva de ions, grupos polares ou carregados,
constituintes das biomoléculas. Os compostos presentes na amostra sao retidos pelas
resinas, enquanto os ions ndo compativeis sédo liberados (Collins; Braga; Bonato,
2014). E nessa etapa que ocorre a variagdo do pH da amostra, esse processo
possibilita a mudanga do ponto isoelétrico das biomoléculas, para torna-las
carregadas e efetuar sua separagao (Voet; Voet, 2011).

A etapa de eluigdo ou descompactagao ocorre apds o processo de extracao,
que consiste na recuperacdo dos compostos de interesse retidos nas resinas. Isso é
feito por meio de uma solugédo carregada com os contraions, que pode ter um pH
especifico para nao danificar os compostos e biomoléculas. Os contraions devem ser
de maior ionizagédo do que os ions retidos nas resinas. Essa fase também é chamada
de remocao ou eluéncia (Kilikian; Pessoa Jr., 2020).

A regeneracéo € a ultima etapa do processo de troca ibnica, em que as resinas
sao regeneradas para serem reutilizadas. Isso geralmente é feito ajustando o pH de
solugdes que contém contraions de carregamento, para que atinjam uma forca de
ionizagao maior que os contraions de eluicdo. Ao entrar em contato com as resinas,
permitir a remog¢do dos contraions presentes e recarrega-las com os contraions
desejados. A regeneracdao pode envolver a passagem de solugdes acidas ou
alcalinas, dependendo das caracteristicas da matriz e dos compostos a serem
separados (Harland, 2007; Inamuddin; Lugman, 2012). O processo como um todo &
apresentado na Figura 5, que ilustra a sequéncia de etapas para a corrida de troca

ibnica.
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Figura 5 — Representacao da separagao de troca idnica
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Fonte: Autoria prépria (2025)
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3 OBJETIVO GERAL

Acompanhar a cinética de fermentagao do caldo fermentado de Kombucha e
fracionar o caldo em solugdes distribuidas por cargas ibnicas e neutra, empregando

colunas recheadas com resinas de troca ibnica (catidnica e anidnica) comerciais.

3.1 Objetivo especifico

¢ Realizar levantamento bibliografico para selecionar resina de troca idnica
comercial adequada a meios complexos fermentados;

e Realizar calculos preditivos da capacidade de operacdo e
dimensionamento das colunas de troca idnica;

e Realizar os cultivos de Kombucha;

e Determinar a caracterizacao fisico-quimica do caldo fermentados;

e Realizar corridas cromatograficas de troca catibnica e anidnica;

e Realizar ensaios fisico-quimicos das solugdes fracionadas.



4 MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental do projeto € apresentado na Figura 6, que

consiste em (1) preparo e caracterizagao do meio, inéculo e ponto Oh fermentado, (2)

Fase |, distribuicdo equivalente em ftriplicatas para acompanhamento da cinética de

fermentacao, (3) separacéo primaria, (4) recuperacéo do sobrenadante e analises do

caldo e biomassa, (5) Fase Il separagao primaria, (6) recuperagédo do sobrenadante e

corrida em trocadores catidnicos, (7) corrida em trocadores anidnicos e (8) caldo

fracionado em suas respectivas cargas.

Figura 6 — Delineamento experimental do projeto
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Fonte: Autoria prépria (2025)

As fermentacdes do Kombucha foram realizadas no Laboratério de processos

(LAPRO) da UTFPR, as separagbes em colunas de troca ibnica recheadas com

resinas no Laboratério de polimeros (LAPOL) da UTFPR e as analises foram feitas no

Laboratorio Multiusuario de Biotecnologia Ambiental e Alimentos (LABIA) da UTFPR,

e as andlises de CLAE no Laboratérios Multiusuarios (LabCA) da UTFPR.
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4.1 Caldo de fermentagao do Kombucha

O caldo de fermentacdo do Kombucha foi obtido segundo(Barbosa et al.,
2021), em condi¢des de cultivo aerdbico, com 5 g/L de cha verde (Camellia sinensis)
comercial, 75 g/L de sacarose comercial, 10% v/v de inoculo e 25 g/L de SCOBY em
base umida por ensaio. O cultivo foi realizado em triplicata durante 15 dias em
biorreatores de polipropileno de 50 ml, contendo 40 ml de meio de cultivo pré-
inoculados e 1,0 £ 0,02 g de SCOBY. Foram coletadas amostras a cada 24h para

acompanhamento da cinética de fermentagéo.

4.2 Analise fisico-quimica

O caldo fermentado foi caracterizado quanto ao teor de sélidos soluveis totais,
acidez total titulavel, pH, condutividade elétrica, sais dissolvidos, teor alcodlico,
biomassa residual e biofiime (SCOBY). Ja para o fracionado foi caracterizado quanto
ao teor de solidos soluveis totais, pH, condutividade elétrica e sais dissolvidos.

O pH foi determinado por meio de pHmetro de bancada, enquanto a
condutividade elétrica foi quantificada utilizando condutivimetro de bancada, com
resultados expressos em uS/cm e mS/cm. Os sélidos soluveis totais foram avaliados
em refratdbmetro de bancada, com valores expressos em °Brix, € por meio de eletrodo,
com resultados foram expressos em ppm. A acidez total titulavel foi determinada
segundo a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), empregando solugao
de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 M com fator de corregao de 0,99662, e os resultados
expressos em mEq/L de acido acético. A quantificacao de sais dissolvidos foi realizada
em analisador portatil, sendo os valores expressos em %.

A biomassa residual foi estimada a partir da massa seca obtida durante a
fermentacao. Para isso, as amostras foram coletadas em tubos previamente pesados
e secos, centrifugadas a 3.500 rpm por 30 minutos, lavadas com agua destilada,
submetidas a nova centrifugacdo e com descarte do sobrenadante e foram entao
levadas a estufa a 65 °C até atingirem massa constante. O biofilme foi quantificado
em gramas de base umida, utilizando balanga analitica. Todos os equipamentos
utilizados foram devidamente calibrados e operados de acordo com os procedimentos

operacionais padrdao recomendados para cada instrumento.
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4.3 Determinagao de etanol e acido acético

O teor de etanol foi determinado pelo método do dicromato de potassio acido,
adaptado conforme descrito por Salik e Povh (1993), com a leitura realizada em
espectrofotdbmetro a 595 nm, com a curva de calibracdo de (y=0,1105x+0,0022 e
R?=0,9939) e a variagao da concentragéo padréo usada (0,001 até 8,0 % v/v).

O acido acético foi determinado por cromatografia liquida (Thermo Dionex
Ultimate HPLC 3000) em uma coluna C18 — 250x4,5 mm 5 um, temperatura de forno
40°C, injecao 20 uL, fase movel tampéo fosfato 0,025 M pH 2,5, tempo 22 minutos e
detector DAD 210 nm.

4.4 Resinas cationicas e anionicas

As resinas de troca ibnica foram selecionadas de acordo com as
caracteristicas indicadas por Collins et al., (2014) & Kilikian et al., (2020), descritas
abaixo, levando em consideragdo o custo comercial, disponibilidade de compra a
pronta entrega e informagdes detalhadas da ficha técnica do fabricante:

 Composicdo da matriz: atdxica, hidrofébica ou parcialmente hidrofdbica,
estabilidade mecanica, estabilidade quimica nao reacional e capacidade de area
superficial;

» Graos da resina: tamanho da particula, grau de porosidade, tamanho do poro,
densidade relativa, esterilizavel e baixa deformacéo;

» Grupos de funcionalidade: poder de seletividade, ndo reacionais, constante de
ionizacdo adequada a fase movel, reducao de tratamentos anteriores a corrida
e faixa de pH operacional;

» Capacidade de retengao: equivaléncia de contraion, velocidade de troca idnica,
equilibrio fisico-quimico entre fase movel e estacionaria;

» Compatibilidade da fase moével: propriedades dos eletrdlitos, tamponamento,
concentracao e difusao;

+ Faixa de eluicdo: capacidade de dissociacdo, gradiente de forga ibnica em
funcdo do tempo, pequeno volume de solugdo de eluicdo e reducdo de
regeneracgao.

As resinas selecionadas para esse trabalho sdo compativeis com as
caracteristicas descritas por Collins e sdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Caracteristicas das resinas escolhidas para o projeto

Parametros Resina Cati6nica Resina Anidnica
Grupo funcional R-SO3~ R-CH2N*(CH3)3
Densidade 780 — 880 g/L 660 — 710 g/L
Teor de umidade 50 — 56% 48 — 58%

. 2,0 Eg/L Na+ )
Capacidade 1.9 Eq/L H+ 1,3 Eq/L CI
Composi¢ao matriz PS/DVB* (8%) PS/DVB* (5%)
Faixa de operagao de pH 0-14 0-14
Preco por grama de resina R$ 0,11/g R$ 0,098/g

*PS: Poliestireno; DVB: Divinilbenzeno.
Fonte: Autoria prépria (2025)

4.5 Ambientador, eluentes e regenerador

As solugbes para ambientagdo e intumescimento empregadas no projeto
foram agua ultrapura e uma solugéo 20 % (v/v) de etanol respectivamente. Para o
carregamento e regeneragao das resinas catibnica e anidnica foi empregada uma
solugéo de cloreto de sodio (NaCl) a 0,1M (5,84g/L). Ja para eluicdo, em ambas as
resinas foi empregada uma solugdo de sulfato de célcio (CaSO4) a 0,007M (1g/L).
Essas solucdes foram definidas de acordo com ensaios preliminares, que levaram em
consideragao, baixa toxicidade, replicagdo, participacdo de ions e contraions nas

amostras fracionadas, grau alimenticio, baixo custo e acessibilidade de produtos.

4.6 Projeto da coluna de troca idnica

O projeto de dimensionamento da coluna para corrida cromatografica foi
calculado de acordo com Collins et al., (2014) com base na capacidade operacional e
volumétrica das resinas recheadoras da coluna, demonstradas nas Equacgdes (3) (4)
(5) e (6) para os calculos de volume da coluna, capacidade de troca total do trocador,

sua quantidade maxima de amostra e volume maximo de amostra por corrida.

Ve=m*r?xh, (3)

Crr = Cppr x V¢ (4)
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Crr*V
Qmax = % (5)

Vrr*V,
Viax =~ (6)

Em que: V. = Volume da coluna (ml); h, = Altura da coluna; C;+ = Capacidade
total de troca da coluna (mEq); Cr,. = Capacidade de troca da resina (MEgq/ml); Quax =
Quantidade maxima de amostra; V- = Volume total de troca orientada (ml) € Ve =

Volume maximo de amostra (ml).

4.7 Extragcao do caldo fermentado

A corrida cromatografica seguiu as etapas abaixo tanto para os trocadores
catiénicos (+) quanto para os anibnicos (-):

(1) Passagem da solucéo carregadora de cloreto de sédio contendo contraions
com capacidade de ionizacdo menor que os compostos presentes na amostra
do caldo;

(2) Passagem do caldo fermentado apés 15 dias de fermentagdo. Os contraions
serao substituidos por compostos e biomoléculas presentes no caldo de acordo
com suas respectivas cargas;

(3) Dessorcao dos compostos através da solugao eluente de sulfato de calcio, que
substituem as moléculas e biomoléculas por contraions com capacidade de
ionizagao maior que as contidas no caldo;

(4) Passagem da solugao regeneradora de cloreto de sédio contendo contraions a
fase estacionaria com poder de substituicdo de ions agregados por novos ions,
na qual, o regenerador com pH alterado, reduz a forga iénica dos contraions
promovendo sua substitui¢ao;

(5) Finalizagdo da corrida com a passagem da solu¢gdo ambientadora de agua

ultrapura para o proximo teste.

4.8 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) a 5% de
probabilidade através do software Excel® e posteriormente comparados ao teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Cinética de fermentacgao

Os parametros fisico-quimicos iniciais do meio de cultura, do inéculo e do
inicio da fermentacao sao apresentados na Tabela 5, na qual, podemos observar que
o pH inicial do meio de cultura foi de 5,57, demonstrando uma leve acidez, compativel
com a presencga residual de acidos organicos e constituintes fendlicos provenientes
do cha de substrato. Esse valor esta dentro da faixa encontrada por outros autores,
que varia de 3,2 a 7,5 e em grande parte formado por catequinas epiestruturadas que
promovem pH de 3 a 5, diferente das catequinas ndo epiestruturadas que variam de
pH entre 6 a 7 (Vuong et al., 2013; Meremae et al., 2025). O estudo de Lau et al.,
(2025), a matriz do Kombucha apresentou pH mais baixo que 3,08, indicando a
presenca de acidos organicos e volateis acumulados por atividade microbiana.

A condutividade elétrica variou de 165 yS/cm no meio de cultura para 391
pMS/cm na matriz do Kombucha, refletindo uma maior carga eletrolitica na matriz. No
tempo Oh de cultivo, a condutividade elétrica foi estabilizada em 194 uS/cm,
demonstrando que a diluicdo parcial da matriz tem a predominancia dos eletrolitos
presentes.

A concentragédo de sélidos soluveis totais manteve-se entre 82 e 195 ppm,
sugerindo uma matriz relativamente limpa e com baixa interferéncia particulada e a
acidez total titulavel variou expressivamente, chegando a 11,20 mEq/L (matriz) que
contribuiu para a acidez final do tempo Oh de cultivo de 0,29 mEg/L. A presencga de

acido aceético e outros acidos justifica esses valores.

Tabela 5 — Caracteristicas iniciais do Kombucha

Parametro Meio de cultura Matriz do Kombucha 0h de fermentagao
pH 5,57 3,08 4,13
ATT 1,15 mEq/L 11,20 mEq/L 0,29 mEq/L
C.E. 165 uS/cm 391 uS/cm 194 uS/cm
SALT 0 0,01 0

SST 82 ppm 195 ppm 97 ppm
Brix 7,2 °Brix 9,0 °Brix 7,4 °Brix
Etanol 0,0073 % (v/v) 0,0028 % (v/v)

ATT: Acidez total titulavel; CE Condutividade elétrica; SALT: Sais dissolvidos; SST: Solidos
soluveis totais.
Fonte: Autoria prépria (2025)
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5.1.1 pH e acidez total

O Grafico 2 apresenta a evolugdgo do pH e da acidez total titulavel
respectivamente ao longo dos 15 dias de fermentacdo e revelaram comportamento
inversamente proporcional, indicando o sentido da fermentacdo e a producgao e
acumulo de eletrolitos com perfis de carga acida no meio fermentativo.

O pH reduziu de 4,13 no inicio da fermentagao para cerca de 2,97 ao final dos
15 dias de fermentagao, enquanto a acidez total titulavel elevou-se de 0,29 para mais
de 3,27 mEq/L. Essa correlagédo negativa indica acumulo de acidos orgénicos no meio,
compativel com o metabolismo acidogénico de culturas bidticas (Yuliana et al., 2023;
Setyaningsih et al., 2025; Zheng et al., 2025).

Comparando com dados encontrados na literatura, observa-se que os valores
obtidos se alinham com estudos sobre fermentacdo do Kombucha, nos quais o pH
final oscila entre 2,2 e 3,5 e a acidez total titulavel atinge valores superiores a 6,0
mEg/L (Yuliana et al., 2023; Wang et al., 2025). Além disso, os estudos também
relataram que a variacédo da acidez total titulavel quando muito discrepante dentro da
mesma faixa de oscilagdo de pH é devido a predominéncia de grupos microbianos

dentro da fermentacao.

Grafico 2 — Acompanhamento de pH (®) e acidez total titulavel (®) ao longo da fermentagéao
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5.1.2 Condutividade elétrica e sais ionizantes

A condutividade elétrica aumentou de forma continua durante os 15 dias de
fermentacao, passando de 194 a 619 uyS/cm como indicado no Grafico 3. Isso ocorre
principalmente por parte da liberacdo de eletrélitos na forma de acidos orgéanicos
dissociados e da mobilizacdo de minerais associados ao metabolismo microbiano. De
acordo com Silva (2017) os ions como H*, K*, Na*, além de anions organicos (acetato,
lactato), sdo os principais a contribuir para o incremento da carga eletrolitica.

Verificou-se uma correlagcédo positiva entre condutividade elétrica e acidez total
titulavel, que reforca a hipdtese de que a producdo de acidos fracos e sua
subsequente dissociacdo s&o os principais responsaveis pelo aumento da
condutividade. Este comportamento é consistente com modelos cinéticos de
fermentacdo acidogénicos, em que o acumulo de produtos acidos gera efeitos
cumulativos sobre os parametros elétricos da solugdo (Wang et al., 2025; Zheng et
al., 2025).

Grafico 3 — Acompanhamento da condutividade elétrica (®) e acidez total titulavel (®) ao longo
da fermentagao
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A concentragao de sais dissolvidos manteve padréo similar a condutividade
elétrica, conforme Grafico 4 (A), com leve flutuacao inicial seguida de estabilizacao,

indicando equilibrio entre liberagao e consumo idnico durante a fermentagao. Fazendo
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uma analise conjunta de condutividade elétrica e sais dissolvidos Grafico 4 (A) com
pH, Grafico 4 (B), pode-se confirmar que a fermentagao promove a intensificagéo da
carga ibnica total da solugéo, além de demostrar a formacéao de acidos com baixo pKa

e a auséncia de tamponamento significativo (Jayabalan et al., 2014).

Grafico 4 — Comparativo entre condutividade elétrica (@) e sais dissolvidos (®) em (A), e entre
condutividade elétrica e pH (®) em (B) ao longo da fermentagao
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5.1.3 Determinacao de biomassa e soélidos soluveis

A biomassa em suspensao quantificada € composta por células microbianas
(bactérias e leveduras), além de macropolimeros extracelulares e residuos sélidos
provenientes do cha utilizado como substrato. Durante os primeiros dias de
fermentacdo, a concentracdo de biomassa em suspensdo no caldo permaneceu
relativamente estavel, variando entre 0,5 e 1,1 g/L até aproximadamente o 12° dia
Grafico 5. Apds isso, observou-se um incremento significativo na concentracao de
biomassa em suspensdo atingindo seu ponto maximo de 1,97 g/L ao final da
fermentacado. Alguns autores descrevem esse comportamento como caracteristico de
sistemas fermentativos do Kombucha, nos quais, ocorre um acumulo progressivo de
células no sistema acompanhado de variagbes pontuais devido a velocidade de
crescimento microbiano, que € um reflexo da diversidade de espécies presentes e de
seus diferentes tempos de geragao (Antolak; Piechota; Kucharska, 2021; Harrison;
Curtin, 2021; Costa et al., 2022).

Grafico 5 — Cinética da biomassa em suspenséo (@) e do SCOBY () ao longo da fermentagao
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O biofilme (SCOBY) apresentou aumento progressivo de concentragéo, sendo
mais estavel comparado a biomassa em suspensao, atingindo cerca de 42,8 g/L no

final da fermentagdo, com uma taxa média de produtividade de 1,12 g/L.dia de
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formacao Grafico 5. Comparando os resultados de biomassa em suspensdo e do
biofilme, podemos observar que ndo ha uma correlagao direta além do acumulo ao
longo da fermentagéo, ja que parte do SCOBY €& formada por microrganismos
aderidos e a biomassa em suspensao contém macropolimeros nao fixados ao
biofilme.

Avaliando a evolugédo dos solidos soluveis totais (°Brix), apresentados no
Grafico 6, permaneceu praticamente estavel durante todo o processo fermentativo,
com apenas uma leve variagao entre os dias 6 e 10. Esse comportamento diverge de
alguns relatos da literatura (Muhialdin et al., 2019; Da Silva et al., 2024) que
observaram quedas mais acentuadas, porém € coerente com outros estudos que
também reportaram estabilidade nos °Brix ao longo da fermentacéo (Duréaes; Pires;
Lins, 2021; Klawpiyapamornkun et al., 2023) A estabilidade nos °Brix pode estar
associada a interferéncia de solidos coloidais, proteinas, polimeros e detritos
celulares, que afetam a leitura éptica por refratancia, mascarando parcialmente a real
reducdo dos agucares. Em contrapartida, os solidos soluveis totais, obtidos por
medidas eletroquimicas em ppm, apresentaram um aumento expressivo, superando
300 ppm, evidenciando a formacédo de particulas coloidais, biomassa microbiana,

residuos celulares e exopolimeros gerados durante o processo de fermentacao.

Grafico 6 — Cinética dos sdlidos soltveis totais (8) em °Brix e em ppm (®) ao longo da
fermentagéo
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Esse cenario reforga a importancia da analise conjunta de parametros épticos,
visto que compostos com propriedades refratarias e cargas eletroativas impactam
diretamente ambas as medic¢des. A interpretagao isolada de °Brix nao reflete fielmente
o avango da fermentagdo, sendo fundamental o suporte de indicadores
complementares para uma avaliagdo precisa do metabolismo e da dinamica

microbiana.

5.1.4 Concentragao de etanol e acido acético

A evolugao na producao de etanol durante a fermentagao é apresentada no
Grafico 7 (A), com um pico no 7° dia em torno de 0,006% (v/v), seguido de redugao
nos dias seguintes, provavelmente em fungédo da oxidagéo acética.

O comportamento oscilatorio da concentracao de acido acético, até 6 mmol/L,
reflete um balanco dindmico entre formacgao e oxidagdo do composto, bem como sua
participacdo em processos de troca idnica e estabilizagdo do pH. A conversao de
etanol em acido acético por Acetobacter spp. justifica a queda subsequente no teor
alcoodlico (Crum; LaGory, 2016; Antolak; Piechota; Kucharska, 2021; Costa et al.,
2022).

Apesar das oscilagbes da concentracdo de acido acético Grafico 7 (B), a
tendéncia geral foi de acumulo, compativel com os aumentos de acidez total titulavel
e as quedas de pH observadas. Os dados sugerem que o sistema alcangou um
balanco entre producdo e consumo de compostos volateis, mantendo-se dentro da
faixa de consumo e producéao ao longo da fermentacao.

A comparagao com fermentacbes relatadas por Chen et al., (2000) e
Jayabalan et al., (2007), evidencia que os niveis de etanol e acido acético encontrados
sao tipicos de Kombuchas bem conduzidas, com predominancia de metabolismo

oxidativo apds a fase inicial de fermentagao alcodlica.
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Grafico 7 — Cinética de formacéao de etanol (A) e de acido acético (B) ao longo da fermentagiao
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5.2 Colunas de troca i6nica

As caracteristicas iniciais e operacionais das colunas de troca catidnica e
anidnica sao apresentadas na Tabela 6 e descrevem a massa de resina empregada
(g9), capacidade de troca da coluna (Eg/ml) e das resinas (Eq/L), volume util preenchido
pelas resinas dentro das colunas descontando suas respectivas capilaridades (ml) e
volume tedrico de troca ibnica por volume de amostra (ml).

O preparo das colunas de troca ibnica seguiu bases tedricas e estudos
experimentais preliminares, e foi fundamental para estabelecer condigdes
operacionais e iniciais das colunas, a fim de assegurar sua reprodutibilidade no

processo de adsorgao e eluigdo em futuros projetos.

Tabela 6 — Caracteristicas das colunas de troca idnica

Parametros Coluna catioénica Coluna aniodnica
Massa de resina 2,0941 ¢ 2,0817g
Capacidade de troca resina 2 Eq/L Na* 1,3 Eq/L CI
Volume (til da coluna 2,5ml 2,8 ml
Capacidade de troca da coluna 0,005 Eq Na+ 0,00364 Eq CI-
Volume maximo tedrico de amostra 247.5 ml 453,1 ml

Fonte: Autoria prépria (2025)

Os parametros fisico-quimicos iniciais do caldo fermentado (caldo cru), caldo
parcial (fracionado em coluna catiénica), solugdo de carregamento (NaCl) e a solugéo
de eluicdo (CaS0O4) sdo apresentados na Tabela 7. Observa-se que o pH do caldo cru,
inicialmente acido em 2,97 passou para 3,67 no caldo parcial e as solugdes de
carregamento e eluicdo apresentaram perfil parcialmente acido de 5,62 e 4,13
respectivamente.

A condutividade elétrica apresentou 619 uS/cm no caldo cru, enquanto 11240
pNS/cm para solugao de carregamento e 1070 uS/cm para solugao de eluicdo. Isso
demonstra que a quantidade de ions livres nas solugdes € mais alta que no caldo cru,
indicando a forga favoravel de troca de contraions dentro da coluna.

O caldo parcial confirma essa forca de condutividade, onde podemos ver uma
reducdo na metade da condutividade pds passagem pela coluna catidbnica em 323
NS/cm e sua redugao de 0,03 para 0,01 em sais dissolvidos, isso demonstra que a
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carga de contraions para carregamento e eluicao sédo superiores na forga de ionizagao

para o processo de adsorg¢ao e dessorgao dentro da coluna.

Tabela 7 — Caracteristicas iniciais do processo de extragao em resinas de troca iénica

Parametros Caldo cru Carregamento Eluicao Caldo Parcial
pH 2,97 5,62 413 3,67
C.E. 619 uS/cm 11240 pS/cm 1070 uS/cm 323 uS/cm
SALT 0,03 0,6 0,05 0,01
SST 309 ppm 5650 ppm 535 ppm 162 ppm

C.E.: Condutividade elétrica; SALT: Sais dissolvidos; SST: Solidos soltveis totais.
Fonte: Autoria prépria (2025)

5.2.1Coluna de troca catiébnica

5.2.1.1Carregamento e regeneracao

O perfil de carregamento da coluna preenchida com resinas catibnicas é
apresentado no Grafico 8 (A), e demonstra uma queda abrupta e uma rapida
recuperacao na condutividade elétrica nos primeiros 15 a 25 ml de percolado durante
a etapa de carregamento da coluna com solu¢do de cloreto de sodio (NaCl). Isso
indica rapida saturagdo da resina por contraions presentes na solugdao de
carregamento e confirma sua estabilizagdo nos demais volumes percolados.

O aumento subsequente do pH nos primeiros 15 a 25 ml de percolado, reflete
a liberagao de ions catidnicos presentes nas resinas durante seu carregamento. Sua
confirmacao é vista ao decorrer da estabilizacado apds esse ponto de equilibrio. Além
disso, conforme o volume da solugao é percolado vemos o retorno aos padrées iniciais
de condutividade elétrica e pH no ponto de entrada da coluna.

Na etapa de regeneracao Grafico 8 (B), podemos ver que a coluna catiénica
promoveu a restauracao parcial da capacidade de troca ibnica nos primeiros 25 ml de
percolado em relacdo a sua condutividade. Porém, o retorno dos valores de pH
proximos aos padroes iniciais de entrada foram observados apenas proximo aos 72
ml de percolado. Esse resultado demonstra que houve a saida tardia de compostos e
moléculas ndo eluidas na etapa de eluicdo da coluna catidnica. A eficiéncia observada
em curto prazo foi inferior a reportada por Liu et al., (2021), e ao fim do processo a

coluna regenerada apresentou comportamento efetivo, sugerindo que a solugao
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regenerante pode aumentar a recuperacgao de capacidade de troca e prolongar a vida

util da resina.

Grafico 8 — Perfil do pH (®) e condutividade elétrica (®) no carregamento (A) e na regeneragao
(B) das resinas catidnicas
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5.2.1.2Extracao e eluicdo

O processo de extragao do caldo cru em coluna catibénica é apresentado no
Grafico 9 (A), no qual, o perfil de condutividade elétrica durante a extracdo confirma
que a seletividade dos eletrdlitos catidnicos ocorreu de forma crescente até
aproximadamente 240 ml de volume percolado, indicando a saturagdo dos sitios
ativos e da coluna préximo aos valores teoricos. Ja a curva de solidos soluveis totais
apresentou decréscimo regular ao longo do processo, indicando a adsorg¢ao iénica
parcial de compostos associados ao comportamento catidnico ao longo do processo.

A eluicéo seletiva dos eletrodlitos catidnicos é apresentada no Grafico 9 (B),
onde observamos que a condutividade foi mais lenta e fraca até os 200 ml de
percolado, posterior seguiu decrescente de forma mais abrupta até os 300 ml, isso
demonstra que o0 processo nao promoveu a recuperacdo completa dos eletrdlitos
catibnicos dentro da coluna, correspondendo apenas a 50% do recuperado em todas
as fragdes analisadas.

A curva de sodlidos soluveis totais revela que a eluicao ocorreu de forma coesa,
com intensa saida nos primeiros 120 ml de percolado seguida por estabilizacdo e
pouco decrescimento ao longo do processo. Esse perfil € compativel com o modelo
de dispersado axial descrito por Helfferich (1995), no qual a concentracdo de ions
eluidos diminui a medida que a frente de eluicdo se propaga, indicando que a forga
de ionizacdo mais fraca dos eletrdlitos é a primeira a sair da coluna e as de maior

forca sao as ultimas a sairem.
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Grafico 9 — Perfil da condutividade elétrica (®) e dos sélidos soluveis totais (®) na extragao (A)

e eluigcéo (B) do caldo cru em resinas catidnicas
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5.2.2 Coluna de troca anibnica

5.2.2.1Carregamento e regeneracio
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Durante o carregamento da coluna anibnica, apresentado no Grafico 10 (A),

verificou-se comportamento semelhante ao da catibnica, com redugao inicial da

condutividade elétrica nos seus 5 ml, e estabilizagcado apds os 15 ml de percolado. O

pH sofreu leve aumento, mas manteve-se dentro da faixa de comportamento

esperado.
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A regeneragao da coluna anidnica apresentada no Grafico 10 (B), diferente da
regeneragao da coluna catidnica, apresentou maior grau de recuperacdo com a
solugdo de cloreto de sodio (NaCl), que promoveu a restauragdo completa da
capacidade da coluna anibdnica. Isso é refletido pela recuperacao dos valores de pH e
condutividade elétrica aos seus estados iniciais. Esse resultado confirma a eficiéncia
do processo de regeneracao e permite a reutilizagdo da coluna em novos ciclos de
extragdo, ainda que com possivel perda gradual de desempenho apdés multiplos

reusos.

Grafico 10 — Perfil do pH (®) e condutividade elétrica (®) no carregamento (A) e na regeneragciao
(B) das resinas ani6nicas
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Embora a recuperagdo da capacidade de troca da coluna anibnica seja de
eficiéncia aparentemente superior a da resina catiénica, um fator importante pode
estar relacionado ao tamanho dos eletrélitos presentes no caldo cru e parcial, que
podem estar associados a maior complexidade antes da primeira etapa de
fracionamento. Segundo Lopez (2022), a maior difusividade de anions multivalentes
dentro da matriz das resinas pode promover ou desfavorecer a sua regeneragao e

recuperagao a novas etapas do processo.

5.2.2.2Extracao e eluicdo

O perfil obtido para a extragcdo com resina anidnica Grafico 11 (A), revelou
aumento inicial na condutividade elétrica ao decorrer do processo, atingindo sua
maxima em 55%, ou seja, ndo atingindo sua capacidade total de saturagdo. Isso
demonstra que os eletrélitos de carga anidnica presentes no caldo parcial ndo foram
os suficientes para saturar a coluna anibnica. Isso pode ser devido a baixa
concentragcédo de acidos organicos no caldo parcial, ou em fungéo da perda ao longo
dos processos anteriores. Além disso, seria necessario mais de 400 ml de amostra de
caldo parcial para saturagdo da coluna de acordo com calculos tedricos e o volume
maximo do experimento foi de 150 ml. A concentracdo de sélidos soluveis totais
apresentou diminuicdo relativa ao decorrer do processo, mas assim como a
condutividade, n&o se atingiu 0 maximo esperado.

Alguns estudos como os de Kunz (2018), relatam elevada afinidade de resinas
anidnicas por anions de acidos organicos, o que pode explicar o comportamento
observado. Além disso, resultados similares foram descritos por Zhang (2021) na
separagao de acidos organicos de caldos fermentativos, reforgando a aplicabilidade
das resinas anidnicas em processos de fracionamento seletivo.

Por fim, a eluicao anidénica conforme Grafico 11 (B), apresentou perfil distinto
da catibnica, enquanto a concentragao de solidos soluveis totais apresentou sua
maxima dessor¢cao em 160 ml de solugcdo de eluicdo percolada, a condutividade
elétrica decresceu abruptamente até atingir sua maxima eluicdo também em 160 ml
de percolado, ambas retornando ao seu parametro de entrada de forma gradual ao
longo do processo. Esse comportamento sugere a presenga de compostos menores
e de maior estabilidade quimica, eluidos de maneira continua e rapida. Essa

caracteristica pode ser vantajosa em processos de purificagdo que demandam maior
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regularidade na fragéo recuperada, como apontado por Chowdhury (2020) em estudos
de purificagdo de metabdlitos secundarios.

Esse comportamento sugere que a resina anidnica retém compostos menos
volateis e mais estaveis, os quais s&o liberados de forma continua ao longo do
processo. Assim, a eluigdo anibnica se caracteriza por maior uniformidade, em

contraste com a eluigcéo catibnica, que apresentou picos bem definidos.

Grafico 11 — Perfil da condutividade elétrica (®) e dos sélidos soluveis totais (®) na extracao (A)
e eluigcdo (B) do caldo parcial em resinas aniénicas
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6 CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou que o fracionamento do caldo fermentado de
Kombucha por colunas de troca ibnica constitui uma abordagem promissora para a
separagao direcionada de compostos bioativos com caracteristicas eletroliticas
provenientes de meios complexos de fermentacdo. A cinética de fermentacao
demonstrou a formagao progressiva de uma cultura complexa e bioquimicamente
diversa, cujo comportamento dinamico ao longo dos 15 dias de cultivo, refor¢ca a
robustez do Kombucha como plataforma natural para a geragédo de compostos de alto
valor agregado. Esse acompanhamento também mostrou que a utilizagdo de
diferentes métodos e ensaios analiticos permite uma visdo mais clara e preditiva dos
tempos ideais de fermentacdo, bem como dos parametros eletroquimicos mais
adequados para o fracionamento do caldo.

O fracionamento realizado nas colunas de troca i6bnica demonstrou eficiéncia
na retengao e recuperacgao de biomoléculas com diferentes tipos de cargas. As etapas
de carregamento, eluicdo e regeneragao resultaram em alteragbes expressivas nos
parametros fisico-quimicos, confirmando a capacidade das resinas em separar
compostos de acordo com sua natureza ibnica. Esses resultados ndao apenas
confirmam a aplicabilidade do método, mas também ressaltam seu potencial de
escalabilidade, considerando a relagao custo-beneficio favoravel em comparacao a
técnicas cromatograficas convencionais como a HPLC.

Em outra perspectiva, o fracionamento obtido amplia as possibilidades de
aproveitamento do Kombucha como matriz para a recuperag¢ao de acidos organicos,
polifendis e outros metabdlitos de interesse funcional, abrindo novas perspectivas de
aplicacdo nas industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas. Contudo, a
eficiéncia do processo mostrou-se diretamente dependente da escolha da resina, da
forca ibnica do meio e das condi¢cdes operacionais aplicadas, fatores que precisam
ser otimizados para evitar perdas de rendimento ou degradagao de compostos
sensiveis. Assim, a aplicagao de troca ibnica em caldos fermentados revela-se uma
alternativa tecnicamente consistente, ambientalmente sustentavel e economicamente
viavel, constituindo uma ferramenta estratégica para agregar valor a produtos
derivados de fermentagdes naturais.

Para trabalhos futuros, recomenda-se a otimizacdo dos parametros

operacionais das colunas, a comparacao sistematica de diferentes resinas e eluentes,
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além do escalonamento do processo para aplicagdes industriais, de modo a viabilizar
a recuperagao em larga escala de fragdes especificas com potencial funcional e

comercial.
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