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[tese de doutorado]. Brasilia: Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia; 2025

RESUMO

Os materiais poliméricos existem desde a antiguidade, mas sua utilizacdo
expandiu-se significativamente durante a Segunda Guerra Mundial, impulsionada por
investimentos em pesquisas que reduziram custos e ampliaram suas aplicacdes em
diversas industrias. Os plasticos sdo formados por longas cadeias de macromoléculas
provenientes da polimerizagdo de mondmeros, podendo ser classificados em naturais,
semissintéticos e sintéticos. Em 2023, a produgdo global de plasticos atingiu 413,8
milhdes de toneladas, com 90,4% oriundos de fontes fosseis, sendo que apenas 8,7%
desses plasticos sdo reciclados adequadamente. Referente a este cendrio, diversas
medidas tramitam por organizagdes governamentais € ndo governamentais, visando
transformar a situagdo. Desse modo, estratégias que visem convergir a substitui¢do ¢ a
descontaminagdo de plasticos em um Unico processo apresentam alto potencial sob as
perspectivas tecnoldgica, ecologica, economica e social. Devido a alta biodiversidade
microbiana dos solos, estudos visam identificar e analisar microrganismos capazes de
realizar a biodegradagao de plasticos. Com uma cole¢ao estabelecida de bactérias isoladas
do Cerrado capazes de biodegradar polietileno, observaram-se também nos genomas
dessas bactérias genes responsaveis pela biossintese do bioplastico polihidroxialcanoato.
Com base nesses dados, foram realizadas caracterizagdes microscopicas € quimicas para
investigar a producdo de bioplastico polihidroxialcanoato a partir do consumo de
pléasticos de origem petroquimica como Unica fonte de carbono. A microscopia de
varredura e de fluorescéncia confirmaram a formagao de biofilme bacteriano na superficie
do pléstico, e alteragdes do perfil quimico dos plésticos, observadas por FTIR, 13C RMN
e TG/DTG, indicaram que houve degradacao ap6s a formagao do biofilme. A partir desse
cultivo, foram realizadas a andlise de producdo de biopolimero por microscopia de
fluorescéncia e a caracterizagdo quimica por FTIR e DSC. As analises validam a hipotese
de que a Comamonas brasiliensis sp. esta utilizando plastico como fonte de carbono e

produzindo bioplastico a partir desse substrato.

Palavras-chave: Biodegradaciao; Polihidroxialcanoato; Comamonas brasiliensis

sp.; MEV; FTIR; 13C RMN; TG/DTG; DSC.



Sousa, J.F. Analysis of polyhydroxyalkanoate produced from plastics: microbial
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[thesis]. Brasilia: Biology Institute, University of Brasilia; 2025

ABSTRACT

Polymeric materials have existed since ancient times, but their use increased
significantly during World War II, driven by investments in research that decreased costs
and expanded their applications in diversified sectors. Plastics are formed by long chains
of macromolecules resulting from the polymerization of several monomers. They can be
classified as natural, semi-synthetic, and synthetic. In 2023, global plastic production
reached 413.8 million tons, of which 90.4% originated from petrochemical sources, and
only 8.7% of these plastics are properly recycled. Therefore, several measures are being
articulated by governmental and non-governmental organizations to change the current
situation. Thus, strategies that aim to converge the replacement and decontamination of
plastics in a single process have high potential from technological, ecological, economic,
and social perspectives. Due to the high microbial biodiversity of soil, studies aim to
identify and analyze microorganisms capable of biodegrading plastics. With a collection
of bacteria isolated from the Brazilian Savannah soil capable of biodegrading
polyethylene, genes responsible for the biosynthesis of the bioplastic
polyhydroxyalkanoate were also observed in the genomes of these bacteria. Microscopic
and chemical analyses were performed to investigate the production of
polyhydroxyalkanoate from the consumption of petrochemical plastics. Scanning and
fluorescence microscopy confirmed the formation of bacterial biofilm on the surface of
the plastic, and chemical profile changes were detected after colonization by FTIR, 13C
NMR, and TG/DTG. The biopolymer yield was analyzed by fluorescence microscopy,
and its chemical characterization was performed by FTIR and DSC. The analyses validate
the hypothesis that Comamonas brasiliensis sp. uses plastic as a sole carbon source and

produces bioplastics from this substrate.

Keywords: Biodegradation; Polyhydroxyalkanoate; Comamonas brasiliensis sp.;
SEM; FTIR; 13C NMR; TG/DTG; DSC.
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1. Introdugdo

Utilizados desde a antiguidade, materiais poliméricos eram aplicados na
producdo de utensilios e mdveis. No entanto, foi apenas apds a 2* Guerra Mundial que a
producdo e aplicacdo de polimeros se estenderam devido ao crescente financiamento em
pesquisas, reduzindo os custos de produgdo e ampliando sua empregabilidade em diversas
industrias (Dodiuk, 2021; Miranda, 2010; Rosen, 1993).

Plasticos sdo estruturas organicas com longas cadeias de macromoléculas
formadas pela polimerizacio de monomeros, que podem ser naturais ou sintéticos
(Tournier et al, 2023; Chamas et al, 2020; Gibb, 2019; Brydson, 1999). Sao classificados
como polimeros naturais (resinas, ceras ¢ pastas retiradas de plantas ou animais, como
cera de abelha e ambar); polimeros semissintéticos (plasticos naturais modificados com
uso de temperatura elevada ou combinados com outros materiais ou reagentes, como por
exemplo o acetato de celulose, galalite e bois durci); enquanto polimeros sintéticos sao
materiais usualmente derivados de fontes fosseis como petrdleo e gas (Gibb, 2019;
Brydson, 1999; Rosen, 1993).

Toneladas de plésticos sao produzidas por ano, totalizando, somente em 2023,
uma fabrica¢do global de 413,8 milhdes de toneladas. Destes, 90,4% sdo de origem fossil,
8,7% sdo materiais reciclados mecanicamente e 0,7% sao bioplasticos. (Plastics Europe,
2024). Atualmente, a China ¢ o maior produtor de plésticos, correspondendo a 33,3% de
toda a producdo mundial, seguida pelo restante da Asia (exceto Japao) com 19,7%,
América do Norte com 17,1% e Europa com 12,3%. A América Latina corresponde a
apenas 3,8% da producao global de plésticos (Plastics Europe, 2024). Essa alta produgao
de plasticos deve-se as suas caracteristicas, como alta resisténcia, maleabilidade,
durabilidade, baixa condutividade elétrica e baixo custo de producao (Plastics Europe,
2024; Stevens, 2023; Rodrigues, 2023; Andrady & Neal, 2009; Thompson et al, 2009).
Todavia, apenas 9% desses rejeitos sdo reciclados, enquanto 22% sdo mal gerenciados,
29% sao incinerados e 57% se acumulam no meio ambiente (OECD, 2022).

Desde o aumento de sua producdo, o volume de pléstico sobrepOs-se ao seu
gerenciamento, estimando-se que entre 9 e 23 milhdes de toneladas desse material
alcancem corpos d’agua anualmente e entre 13 e 25 milhdes se acumulem em
ecossistemas terrestres (Plastics Europe, 2024; MacLeod et al, 2021; ICMBio, 2018;
Andrady & Neal, 2009; Thompson et al, 2009). Essa contaminacao acarreta impactos

negativos aos ecossistemas, e a presenca desses residuos ja foi reportada em diversos
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organismos, incluindo o corpo humano (Liao et al, 2021; Chamas et al, 2020; Magalhaes
et al, 2020; Sana ef al, 2020; Kim & An, 2020).

Referente a este cendrio, diversas medidas tramitam por organizagdes
governamentais € ndo governamentais, visando transformar a situacdo atual. A
Organizacao para a Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (OECD), da qual o Brasil
¢ parceiro-chave, divulgou dados relativos as projeg¢oes da produgdo e do manejo de
pléastico até o ano de 2060. Esses dados serviram como base para estudos e para a
elaboracdo de politicas publicas a serem implementadas pelos paises membros e
parceiros, objetivando a diminui¢do da polui¢do de plastico no meio ambiente (OECD,
2022). Algumas das propostas envolvem o incentivo a economia circular, a diminuig@o
da producao e do consumo de pléstico, além de politicas apresentadas pela Agenda 2030,
que ¢ composta por 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (Agéncia
Senado, 2022; OECD, 2022).

O Brasil ja ¢ reconhecido por ter um bom conjunto de leis em relagdo a
preservagdo do meio ambiente, como, por exemplo, o Projeto de Lei 1228/20, que tem
como intuito a proibi¢ao da comercializagdo, fabricagdo e utilizagao de plasticos de uso
unico que ndo sejam voltados para as areas da satide, alimentac¢do e indistria (Agéncia
Camara de Noticias, 2020). Ha ainda a Politica Nacional de Residuos Solidos (PNRS),
que foi instituida pela Lei n® 12.305, de 2 de agosto de 2010, com posterior acréscimo do
Plano Nacional de Residuos Solidos (PLANARES) pelo Decreto n® 11.043 de 2022, o
qual determina metas como o encerramento de lixdes até 2024, a reciclagem didria de 100
mil toneladas de residuos sélidos em 2040 e o uso de residuos organicos para producao
de biogas (Agéncia Senado, 2022; Gama, 2022; DOU, 2010).

Com a finalidade de reduzir a utilizagdo de plasticos de origem fossil, diversas
pesquisas sdo realizadas para o desenvolvimento e a producdo de biopolimeros que
apresentem empregabilidade similar & de polimeros sintéticos, consistindo em uma
estratégia importante na conjuntura do desenvolvimento sustentavel. Contudo, o custo de
producao de biopolimeros ainda ¢ alto, e isso também nao viabiliza a descontaminagao
de ambientes ja afetados por pléstico (Tournier et al, 2023; Song et al, 2009; Thompson
et al, 2009). Desse modo, estratégias que visem convergir a substituicdo e a
descontaminagdo de plasticos em um unico processo apresentam grande potencial sob as

perspectivas tecnologica, ecologica, econdmica e social.
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Devido a alta biodiversidade microbiana dos solos, estudos identificaram e
analisaram microrganismos capazes de realizar a biodegradagdo de plasticos. Com uma
colecao formada por bactérias isoladas do Cerrado, as quais foram capazes de biodegradar
polietileno, Peixoto et al. (2017) ainda identificaram no genoma da Comamonas
brasiliensis sp. a presenca de genes envolvidos na biossintese de polihidroxialcanoato
(PHA), uma inclusdo de armazenamento de energia com propriedades mecanicas e fisico-
quimicas similares as de plastico comum. Com analises bioquimicas, filogenéticas e in
silico, Frederico et al. (2025) indicaram que essa cepa se trata de uma nova espécie,
nomeando-a Comamonas brasiliensis brasiliensis.

Com base nos dados genomicos de C. brasiliensis, este trabalho identificou,
extraiu, purificou e caracterizou a producao de polihidroxialcanoato, utilizando plésticos
como unica fonte de carbono. Indicando que essa inclusdo possui caracteristicas
adequadas para aplicagdo industrial, configurando, assim, uma estratégia metabolica
promissora como alternativa para a biorremediagdo de plasticos, aliada a produgdo de

bioplasticos.

2. Referencial tedrico

2.1 O que sdo plésticos

A defini¢do de plastico ¢ complexa, levando-se em consideragdo que se trata de
um grupo composto por um amplo espectro de polimeros. Entretanto, ao analisar a
estrutura quimica dos polimeros, nota-se a similaridade na presenga de moléculas,
chamadas de mondmeros, que se repetem com constancia. Esses elementos sdo unidades
de grupos funcionais que se repetem, agrupando-se em cadeias (Tournier et al, 2023;
Chamas et al, 2020; Roussak & Gesser, 2011; Brydson, 1999).

Na maior parte dos pléasticos — com algumas excec¢des, como, por exemplo,
betume, dmbar e goma-laca — as estruturas sao homogéneas, ou seja, sdo compostas pelo
mesmo grupo funcional. A vista disso, com as repeti¢des dos grupos, ha a formagao de
cadeias poliméricas, e estas se juntam, formando uma estrutura macromolecular (Chamas
et al, 2020; Brydson, 1999).

O tamanho das cadeias variara de acordo com o tipo de polimero, definindo as
propriedades do material e sua aplicagdo, bem como seu peso molecular. Sendo assim,
quanto maior a cadeia, maior seu peso molecular (Tournier et al, 2023; Padsalgikar, 2016;
Brydson, 1999; Rosen, 1993). Essa propriedade ¢ uma das mais relevantes em um

polimero, pois determina-se, assim, quais serdo as caracteristicas mecanicas do material,
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como a flexibilidade e a solubilidade, ja que polimeros com alto peso molecular tendem

a resistir a dissolucao (Tournier et al/, 2023; Roussak & Gesser, 2011).

2.2 Estrutura polimérica

A estrutura quimica basica de um polimero ¢ o mondmero, formado pela ligagdo
covalente de atomos. Quando ligados covalentemente a outros mondmeros, cria-se a
cadeia polimérica. Para a formacdo dessa cadeia, os mondmeros podem ser conectados
por meio da adigdo polimérica, da condensacdo polimérica ou do rearranjo (Manual da
quimica, 2024; Tournier et al, 2023; Roussak & Gesser, 2011; Brydson, 1999).

A adicao polimérica ocorre quando a ligacao dupla ou tripla de um mondmero ¢
quebrada; dessa forma, uma camada de valéncia torna-se livre, abrindo espaco para que
o0 mondmero se conecte a outro similar, sem gerar novas formagdes (Tournier et al/, 2023;
Brydson, 1999). A condensagdo polimérica ndo requer a quebra de ligacdo entre os
atomos, porém ao juntar mondmeros, uma molécula ¢ perdida, formando produtos
secundarios como por exemplo, a 4gua (Manual da quimica, 2024; Tournier et al, 2023;
Brydson, 1999). O rearranjo polimérico ¢ um tipo de condensac¢ao: ndo ocorre quebra de
ligacdo; porém, para que haja a ligacdo, a estrutura quimica dos mondmeros sofre
modificacao (Tournier et al, 2023; Brydson, 1999). A Tabela 1 apresenta o tipo de
polimerizacdo que ocorre para a producdo de trés tipos de plasticos muito utilizados em

diversas industrias.

Tabela 1. Os trés tipos de polimerizagdo possiveis e os polimeros que sdo originados desses
processos.

Polimerizagdo Polimero
Adi¢ao \ Polietileno
Condensagao \ Poliamida
Rearranjo \ Poliuretano

Quando polimerizados com apenas uma variedade de mondmero, o material ¢
chamado de homopolimero; porém, polimeros também podem ser produzidos com mais
de uma variedade de mondmero. Dessa forma, a polimerizagao ocorre com dois ou mais
tipos de monomeros, sendo chamado de copolimero. Esse material geralmente ¢
produzido como um plastico refor¢cado, pois, ao adicionar outro monomero, alteram-se
caracteristicas importantes, como propriedades mecanicas e quimicas (Tournier et al,

2023; Roussak & Gesser, 2011).



A copolimerizagdo pode ocorrer de quatro formas distintas: (i) de forma
alternada, na qual os monomeros sdo polimerizados um sucedendo o outro
gradativamente; (i1) de forma em bloco, na qual uma cadeia homogénea ¢ polimerizada a
outra cadeia também homogénea, podendo formar varios tipos de blocos; (iii) de forma
estatistica, na qual os monomeros sdo polimerizados de forma irregular; e (iv) de forma
enxertada, na qual mondmeros sdo polimerizados lateralmente as cadeias principais
(Roussak & Gesser, 2011; Yokoyama, 1992). Na Tabela 2, sdo apresentados trés tipos de

copolimeros muito utilizados mundialmente e suas alteragdes mecanicas.

Tabela 2. Trés tipos de copolimeros e sua funcionalidade apos a copolimerizagao.

Copolimero Fungdo
Polietileno Tereftalato Glicol (PETG) Aumenta a resisténcia a moldagem em altas
temperaturas
Acrilonitrila butadieno estireno (ABS) Aumenta a resisténcia a moldagem em altas
temperaturas; resisténcia a impactos; leveza.
Polipropileno copolimero Maior flexibilidade e resisténcia.

2.3 Categorizacao dos polimeros

Os polimeros podem ser descritos e classificados pelo prisma de diferentes
caracteristicas: de acordo com a cristalinidade, definida pela conformacao dos possiveis
arranjos no terceiro plano dimensional; pela configuracdo, que ¢ a ordem na qual os
atomos se ligam covalentemente (Chanda e Roy, 2016; Roussak & Gesser, 2011); e pela
estrutura molecular, a qual ¢ baseada na forma como os monOmeros se conectam,
formando estruturas lineares, ramificadas, reticuladas ou em rede. Os polimeros também
podem ser descritos quanto ao seu comportamento em altas temperaturas, a variedade de
mondémero, ao tamanho de cadeia, entre outras propriedades. Esse conjunto de
caracteristicas atribui ao material sua natureza, como resisténcia mecanica e rigidez

(Chanda e Roy, 2016; Roussak & Gesser, 2011).

2.3.1 Cristalinidade de polimeros

A cristalinidade ¢ a conformagdo espacial das cadeias poliméricas (Chanda e
Roy, 2016; Padsalgikar, 2016). Quando ordenadas paralelamente através de dobras,
caracteriza-se como regido linear; quanto maior a presenca de estruturas ordenadas no

polimero, maior a cristalinidade. Ja nas regides nas quais as cadeias estdo desordenadas,
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caracteriza-se como regido amorfa (Chanda e Roy, 2016; Padsalgikar, 2016). H4 também
as regiodes de interfase, as quais ocorrem quando as estruturas lamelares se conectam entre
si, de forma ordenada ou desordenada (Chanda e Roy, 2016). Na Figura 1, observam-se
as possiveis conformacgdes realizadas por polimeros; vale ressaltar que nenhum polimero
¢ inteiramente cristalino, sempre ha regides amorfas (Padsalgikar, 2016).

A cristalinidade define o grau de rigidez e a propriedade optica do polimero,
ocorrendo de duas formas: (i) durante o resfriamento, apos o aumento da temperatura no
ponto de fusdo; ou (ii) apos a evaporacao de um solvente (Padsalgikar, 2016).

O grau de cristalinidade de um polimero ¢ determinado pela flexibilidade das
cadeias poliméricas, por sua propensdo ao empacotamento (regides lineares e amorfas),
pela presenca de monomeros distintos na composi¢do e pelas for¢as que envolvem as

cadeias (polaridade) (Afinko polimeros, 2019; Chanda e Roy, 2016; Padsalgikar, 2016).

/TR
Regido Cristalina =3 Mm €— Lamela

Ul i
Regido Amorfa wep M b HH €— Dobramento
Figura 1. Esquema das estruturas lamelares dos polimeros, indicando regides organizadas

Fonte: Elaborado pela autora.
(lamelas) e suas regidoes de dobramentos, e suas regides desorganizadas (amorfas).

2.3.2 Forma estrutural dos polimeros

A classificacao estrutural dos polimeros da-se pela conformacao do esqueleto do
polimero. Como se pode observar na Figura 2, cadeias ligadas continuamente resultam
em uma estrutura linear; cadeias laterais conectadas a cadeia central formam uma
estrutura ramificada; a ligagdo entre cadeias centrais através de cadeias laterais forma
uma estrutura reticulada ou cruzada; e multiplas ligagdes entre as cadeias centrais formam
uma estrutura em rede (Chanda e Roy, 2016; Padsalgikar, 2016). Essa propriedade ¢
importante na defini¢cdo do grau de cristalinidade do polimero, j4 que o tipo e a quantidade

de ramificagdes nas cadeias alteram o nivel de empacotamento para a formagdo dos
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cristais. Sendo assim, cadeias lineares tendem a apresentar maior empacotamento,
formando mais regides lineares do que cadeias ramificadas (Padsalgikar, 2016).

A conformacdo da estrutura também atribui ao polimero sua capacidade de
reacdo a mudancas de temperatura. Estruturas com cadeias lineares e ramificadas sdo
moldaveis a acdo de alta temperatura por mais de uma vez, enquanto cadeias cruzadas ou

em rede nao permitem novas moldagens em alta temperatura (Deanins & Mead, 2011).
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Fonte: Polymer Chemistry And Environmentally Degradable Polymers.

Figura 2. Formas estruturais poliméricas: (a) linear; (b) ramificada na cadeia central; (c)
ramificada; (d) cadeias cruzadas; e (¢) reticulada.

2.3.3 Reagdo a temperatura

Os polimeros sdo expostos a altas temperaturas para sua moldagem, havendo
duas temperaturas bdsicas para a analise desses materiais: a temperatura de fusdo
cristalina (Tm) e a temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) (Padsalgikar, 2016). A Tm ¢ a
temperatura na qual uma regido cristalina torna-se desorganizada e passa para um estado
liquido, enquanto a Tg ¢ a temperatura na qual o material passa de rigido para mais
maleéavel (Padsalgikar, 2016).

Polimeros sintéticos podem ser descritos de acordo com seu comportamento a

mudangas de temperatura, sendo classificados como termoplasticos ou termofixos
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(Chanda e Roy, 2016). Os polimeros termoplasticos, por possuirem estrutura linear e
ramificada, podem passar repetidas vezes por processo de aquecimento, o que permite
sua modelagem e aplicacdo de forma mais ampla. Ja os polimeros termorrigidos, por
possuirem estrutura cruzada, permanecem rigidos com o aumento da temperatura

(Chanda e Roy, 2016; Padsalgikar, 2016).

2.4 Exemplos de polimeros e suas aplicagdes
2.4.1 Termorrigidos

A baquelite (resina formol-formaldeido) foi o primeiro polimero sintético
produzido no mundo. O copolimero baquelite ¢ produzido a partir da condensagdo de
fenol e formaldeido, como visto na Figura 3. Esse material tem baixa condutividade
elétrica, baixo custo de producao e boa resisténcia mecanica, sendo muito utilizado pelas

industrias bélica, automotiva e de moéveis e eletrodomésticos (Roussak & Gesser, 2011).

" OH '\
Sch; |

= ‘ED]’ 2 J.
- l|'1
polifenol (baguelite)

Figura 3. Estrutura quimica do monomero de
polifenol

Fiberglass trata-se de qualquer matriz polimérica reforgada com fibra de vidro.
Geralmente, esse composito ¢ formado com polimeros termorrigidos, como resinas epoxi;
porém, a fibra de vidro pode ser adicionada a alguns polimeros termoplasticos. E leve,
ndo sofre deterioragdo com intempéries e ¢ muito utilizada na industria nautica (Steve,
1999). O epoxi € uma resina produzida a partir da polimerizagdo de epicloridrina com o
bisfenol A, como demonstrado na Figura 4. Tem alta resisténcia quimica e térmica, alta
aderéncia e facil aplicagdo em diversas superficies, sendo muito utilizado nas industrias

de eletronicos, construgdo civil e aerondutica (Deanins & Mead, 2011).
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Figura 4. Estrutura quimica do mondmero de
epoxi

2.4.2 Termoplésticos

O policarbonato ¢ um poliéster aromatico, copolimero formado pela presenga
dos mondmeros fosgénio e bisfenol A, como visto na Figura 5. Possui baixa massa molar
(25.000 g/mol), ¢ incolor, resistente ao calor, a agdo mecanica e a raios ultravioleta, bem
como ¢ um bom isolante térmico. E aplicado na produgio de materiais de prote¢io
coletiva e individual, como vidros de capela de fluxo laminar e 6culos de protecao, além

de ser empregado em carcagas de eletronicos que aquecem facilmente (Gorni, 2003;

Blank, 1990).
.O .O Ci
To o) -
n

Figura 5. Estrutura quimica do mondmero do
policarbonato

O polietileno ¢ um produto da polimerizag¢ao de etileno; esse polimero tem alta
massa molar, variando de 28.000 g/mol a 600.000 g/mol. Sua estrutura comum apresenta
cadeias longas de ligacdes covalentes entre carbonos e hidrogénio nas cadeias laterais,
demonstrado na Figura 6. E um material resistente mecanica e quimicamente, de baixa
condutividade elétrica, flexivel, incolor, impermeével a d4gua e de baixo custo de produ¢do
(Gorni, 2003; Blank, 1990). Pode ser classificado como material de baixa densidade, de
baixa densidade linear, de alta densidade ou de ultra-alto peso molecular. E aplicado em
diversas industrias, como a de alimentos, a de brinquedos e a de isolamento elétrico, sendo

o plastico mais utilizado em nivel global (Gorni, 2003; Blank, 1990).
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Figura 6. Estrutura quimica do mondmero de
etileno

Produto da polimerizagao de mondmero de propileno, como demonstrado na
Figura 7, o polipropileno ¢ um material com caracteristicas fisico-quimicas similares as
do polietileno; porém, € menos resistente (Gorni, 2003; Blank, 1990). Possui alta massa
molar, em média 1.000.000 g/mol. E resistente a altas temperaturas e a substancias
quimicas, possui baixa condutividade elétrica, ¢ de facil moldagem e de baixo custo de
producio (Gorni, 2003). E aplicado na produgio de fibras, eletrodomésticos e na inddstria

automotiva.
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n

Figura 7. Estrutura quimica de mondémero de
polipropileno

Poliuretano, um polimero formado por mondémeros de uretano, demonstrado na
Figura 8, ¢ amplamente utilizado na produgdo de vernizes, tintas e espumas. Um de seus
produtos comerciais mais conhecidos mundialmente é a Lycra®. E resistente
mecanicamente ¢ de baixo custo de producdo (PSLC, 2024; Reteprene, 2024; Blank,
1990).
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HoN ‘ NH,

Figura 8. Estrutura quimica de monémero de poliuretano

Mais conhecido pelo nome Isopor®, esse material é resultante da polimeriza¢ao
do estireno, demonstrado na Figura 9. O peso de massa molar varia de acordo com o tipo
de poliestireno (PS). Ele ¢ categorizado em PS cristal (um homopolimero vitreo); PS

resistente ao calor (possuindo maior massa molar); PS de alto impacto (por possuir adi¢ao
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de elastdmero); e PS expandido (tornando-se uma espuma semirrigida). E aplicado nas
industrias automobilistica, de construgao civil e na produc¢ao de eletrodomésticos (Gorni,

2003).
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Figura 9. Estrutura quimica de mondémero de poliestireno

3. Poluigao por plasticos

Devido a sua durabilidade e baixo custo de producado, o plastico tornou-se um
dos materiais mais utilizados no mundo (Govind & K, 2023). Anualmente, milhdes de
toneladas de plastico sao produzidas (Plastics Europe, 2024); contudo, praticas
improdutivas de gerenciamento de residuos plasticos e a baixa taxa de biodegradabilidade
dos polimeros sintéticos resultam em acumulo desse material no meio ambiente, gerando
contaminagdo que provoca consequéncias importantes aos ecossistemas e a saude publica
(Ali et al, 2021; ICMBio, 2018; Andrady & Neal, 2009; Thompson et al, 2009).

Sua presenga persistente na natureza, sob condig¢des climaticas varidveis, altera
suas propriedades mecanicas e fisico-quimicas, permitindo a fragmentag¢do do plastico
até tamanhos microscopicos (Li ef al, 2020; Barnes et al, 2009). Esses fragmentos ja
foram encontrados em diversos ecossistemas, inclusive em localizagdes remotas da Terra,
como o Artico e a Antértica (Bergmann et al, 2022). Ha ainda diversos estudos que
indicam a presenca de fragmentos plésticos no ar, no solo, em organismos aquaticos e
terrestres, incluindo humanos (Liao et a/, 2021; Magalhaes et al, 2020; Sana et al, 2020;
Kim & An, 2020).

No Brasil, um estudo atual realizado em parceria pela organizagdo nao
governamental Sea Shepherd Conservation Society e o Instituto de Oceanografia da
Universidade de Sao Paulo reportou a presenca de lixo em 306 praias da costa brasileira.
Ao todo, foram coletadas 2,3 toneladas de residuos de todas as praias, dos quais 91%
foram identificados como plastico, e, destes, foram obtidos 16 mil fragmentos de
microplasticos (Sea Sheperd, 2024). Em outro estudo, com relagdo a presenca de

microplasticos em organismos, peixes foram analisados quanto ao aparecimento de danos

111



cerebrais, e essas lesdes ocorreram em decorréncia do acimulo de microplastico. Foram
reportados comportamentos inusitados nos animais e diminui¢do de sua expectativa de
vida, provocados pela ingestdo direta de fragmentos plasticos e através de sua cadeia
alimentar. J4 com relacdo a disfungdes metabodlicas, lesdes teciduais ou desordem
sistémica, poucos sdo os estudos que associam doengas que podem ser acarretadas pela
presenga de polimeros; porém, visto que esse material ja foi encontrado inclusive em
placenta humana, um alerta ¢ acionado sobre a gravidade do cenario (Liao et al, 2021;
Ragusa et al, 2021; Magalhaes et al, 2020; O’Brien et al, 2020; Barnes et al, 2009;
Thompson et al, 2009).

Apesar de quimicamente inerte, a presenca de plastico no meio ambiente e em
organismos vivos implica uma grande ameaga a satide. Além do impacto ocasionado pela
ingestdo de fragmentos, hd ainda problemas relacionados as limitacdes fisicas que podem
ocorrer em animais que podem ficar presos em macroplasticos (Liao et al, 2021;

Magalhaes et al, 2020; O’Brien et al, 2020; Barnes et al, 2009; Thompson et al, 2009).

3.1 Microplésticos e impacto na saude humana

Devido a fatores bidticos e abiodticos, como enzimas liberadas por
microrganismos, radiacdo ultravioleta e oxidagado, plasticos presentes no meio ambiente
sofrem fragmentacdo. A maior parte desses plasticos € muito pequena, abaixo de 100 mm,
sendo classificada pelo seu tamanho em megaplasticos (>100 mm), macroplasticos (100
mm — 20 mm), mesoplasticos (20 mm — 5 mm) e microplasticos (<5 mm) (Li et al, 2020);
O’Brien et al, 2020; Barnes et al, 2009; Thompson et al, 2009).

Para estudé-los em diferentes materiais, como solo e agua, alguns métodos s@o
empregados para sua separacdo e identificagdo (Maes et al, 2017). Algumas técnicas
empregam flutuacgdo, diferenca de densidade e membranas de filtragdo como métodos de
separagdo; corantes fluorescentes, microscopios de fluorescéncia, Espectroscopia de
Infravermelho e Espectroscopia de Raman para identificagdo e analise quimica (Maes et
al, 2017). Em organismos vivos, também sdo empregados métodos como bidpsia de
tecidos e coleta de fluidos bioldgicos para identificagdo (Abbasi & Turner, 2021; Prata et
al, 2021; Sturm et al, 2021; Zhang et al, 2021).

Sabe-se que aditivos acrescentados a composicao do plastico, como o bisfenol
A, podem ser liberados sob altas temperaturas e em processo de degradacdo, o que, em

grandes quantidades em organismos vivos, provoca disrup¢ao endocrina, podendo causar
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a presenca de tumores e infertilidade (Govind & K, 2023). Também foi relatado que
fragmentos de microplasticos podem formar biofilmes microbianos e de microalgas, o
que aumenta a adsorcdo de metais pesados e poluentes organicos presentes em corpos
d’4gua e ambientes terrestres, e também podem produzir toxinas, possibilitando reacdes
adversas ao organismo, tornando-o ainda mais nocivo para a satide ambiental e publica
(Govind & K, 2023; Li, et al, 2021; Liu et al, 2021).

Em 2022, a Organizacdo Mundial da Saude langou a publicagdo Exposi¢cdo
Alimentar e por Inalagdo de Particulas Nano e Microplasticas e Suas Potenciais
Implica¢oes para a Saude Humana, na qual discorre sobre a exposi¢do humana a
fragmentos plasticos em agua, alimentos, atmosfera e pele (OMS, 2022). Devido a
continuidade da exposi¢do ao plastico, foram elencados alguns possiveis efeitos toxicos
ao organismo humano. A presenca de material exdgeno pode aumentar o estresse
oxidativo, o qual decorre do desequilibrio homeostatico. Fisiologicamente, o corpo
humano produz radicais livres que atuam em processos metabolicos como transferéncia
de elétrons por meio da cadeia transportadora de elétrons, ativacao de genes e fertilizagao
de o6vulo; entretanto, quando o corpo ndo produz antioxidantes suficientes para a
neutralizacdo ou remocdo dos radicais livres, as células sofrem danos irreversiveis,
perdendo sua funcdo e comprometendo processos bioldgicos, provocando doencas
cronicas nao transmissiveis, como transtornos neuroldgicos, cardiovasculares e
carcinogénicos (do Nascimento e de Almeida, 2022; Barbosa et a/, 2010; Ritter, 2007).

O actimulo de plastico também pode desencadear respostas inflamatdrias
cronicas, provocando destrui¢do tecidual e promovendo distirbios imunes e metabolicos
(Kumar et al, 2020). Entre outros possiveis distirbios metabdlicos, sua presenca no
intestino pode provocar disbiose, um dos fatores-chave para disrupcao metabdlica (OMS,
2022; Kumar et al, 2020).

Ha ainda muitas lacunas a serem compreendidas, pois o impacto provocado pela
presenga de plastico na natureza e no organismo animal é amplo, acionando muitos

alertas.

3.1.1 Emissao de gases do efeito estufa
A presenca de pléasticos no meio ambiente provoca multiplas adversidades,
incluindo a emissdo de gases do efeito estufa, que sdo liberados por todo o ciclo de vida

do plastico (Walker & Fequet, 2023; Ford et al, 2022).
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Plésticos sintéticos geralmente sdo de origem fossil, o que exige a extragdo de
petréleo de camadas mais profundas da Terra, liberando, assim, gases como metano e
dioxido de carbono. Em seguida, o 6leo bruto passa por um processamento em que ocorre
a separagdo de gas, 6leo e agua, para, em seguida, ser enviado para o processo de
refinamento (Petrobras, 2024). E entdo que sdo separados todos os derivados que serdo
utilizados como matéria-prima de diversas industrias, como a nafta para a produ¢ao de
olefinas, como o etileno, mondémero utilizado para a producao de polietileno (Petrobras,
2024).

A partir desse ponto, os plasticos sdo sintetizados e escoados para o mercado e,
apods seu uso, vao para o gerenciamento de residuos. Nesta etapa, os residuos plasticos
podem passar por processo de incineragao, reciclagem ou deposi¢cdo em aterro; entretanto,
estatisticamente, uma grande parte desses residuos encontra-se acumulada na natureza
(Walker & Fequet, 2023, Ford et al, 2022; Li, et al, 2021; Liu et al, 2021). De todo o
ciclo de producao de plastico, as etapas de escoamento para o mercado e de deposi¢ao e
acumulo no meio ambiente sdo as que mais carecem de dados relativos a emissao de gases

de efeito estufa (Walker & Fequet, 2023; Ford et al, 2022; OMS, 2022).

4. Medidas de controle e prevengao de polui¢do ambiental
Medidas de controle e prevencdo envolvem todas as esferas da sociedade.
Iniciam-se com trabalho de base, assegurando que todos receberdo educacdo ambiental
desde a infancia, até setores governamentais, delineando leis, tributos e garantindo sua

execuc¢ao (Holanda, 2022; Da cruz et al, 2020).

4.1 Reciclagem

A implementacao do processo de reciclagem de residuos plésticos teve como
apice no Brasil a criacdo da Politica Nacional de Residuos Soélidos (PNRS - 2010);
contudo, nem todos os municipios do Estado brasileiro possuem coleta seletiva para que
essa demanda seja efetivada em todo o territdrio nacional (Garbin et al, 2020). Para que
haja esse processo, uma das maiores questdes enfrentadas ¢ a logistica reversa de
residuos. Isso porque a maior parte do material é coletada por profissionais informais,
conhecidos como catadores (Garbin et al, 2020; Lar Plasticos, 2020). Devido a

informalidade, muitas sdo as barreiras para a coleta e separa¢ao desse material.
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Existem trés tipos de reciclagem: a quimica, na qual o pléastico passa por um
processo transformando-o em matéria-prima novamente; a energética, que transforma a
energia térmica da incineracdo do material em energia elétrica; e a mecanica, que ¢ o
processo mais utilizado. Nesse método, primeiro o material ¢ coletado de forma seletiva;
os residuos plésticos passiveis de reciclagem devem ser separados de outros tipos de
residuos pelos consumidores. Apos a coleta, o plastico ¢ separado e agrupado por
composi¢ao e limpo para remover sujidades; apos a secagem, o plastico ¢ granulado para
que entdo seja reprocessado (Lar Plasticos, 2020).

O Brasil, enquanto grande consumidor mundial de plastico, recicla em menor
percentual, comparado a outros grandes consumidores membros, parceiros-chave e
signatarios da OECD (Univasf, 2019). A reciclagem ¢ um dos processos elencados como
fundamental para a economia circular e citado como novo movimento pela Agenda 2030
da Organizagdo Mundial da Satde para diminuir e remover residuos da natureza e

reutiliza-los para a produ¢do de novos produtos.

4.2 Economia circular

Desde a Revolugdo Industrial, a produgdo de bens de consumo cresceu
exponencialmente, € com esse crescimento estabeleceu-se o atual modelo econdmico
conhecido como capitalismo. Nesse modelo, a produg@o ocorre em sistema linear, no qual
ha a extra¢do da matéria-prima, producio, consumo e descarte, gerando alto volume de
residuos que ndo sdo gerenciaveis, além de emitir gases de efeito estufa em todas as fases
do processo (Holanda, 2022; Foster et al, 2016). Devido as mudangas climéaticas
decorrentes do processo industrial, pesquisas na 4area de gestdo ambiental foram
realizadas para minimizar os impactos e preservar o desenvolvimento econdmico. Nesse
contexto, a economia circular surgiu como um modelo que reintegra os materiais
utilizados na fabricacao de bens ao ciclo de produgdo de novos produtos (Holanda, 2022;
Foster et al, 2016; Leitao, 2015).

Na economia circular, trés pilares norteiam a cadeia de consumo: (i) a
diminui¢do da extracdo de matéria-prima e, portanto, a diminuicdo da deposicdo de
residuos na natureza; (ii) a valorizagdo de materiais ja circulantes, aplicando agdes
referenciadas como os 4 Rs da reciclagem (reduzir, reutilizar, reciclar e repensar); e (iii)
a regeneragdo da natureza, diminuindo o impacto ambiental causado pela extracdo de

matéria-prima e deposicdo de lixo no meio ambiente com planos de reflorestamento,
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limpeza de lagos e rios, recuperacdo de mata nativa e incentivo ao consumo consciente,
principalmente de empresas locais (Bispo et al, 2020).

Esse modelo econdmico foi citado pela primeira vez em um estudo publicado
em 1989, descrito por David Pearce e Kerry Turner; porém, apenas em 2015, apds a
criacdo dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel (ODS), estabelecidos pela

Assembleia Geral das Nacdes Unidas, tornou-se popular (Garbin et al, 2020).

5. Pilares de desenvolvimento sustentavel da onu para criagao de politicas ptblicas

A Assembleia Geral das Nagoes Unidas € um 6rgao da Organizagao das Nagdes

Unidas, constituido por representagao de todos os Estados pertencentes ao quadro da
ONU, que delibera agdes em relacdo a assuntos globais. Entre as resolugdes, uma de
grande destaque refere-se a criacdo dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel
(ODS), um acordo intergovernamental que abrange 17 metas globais a serem alcanc¢adas
até o ano de 2030. Esses objetivos, descritos na Tabela 3, possuem como pilar cinco
fatores para o desenvolvimento sustentavel. Sdo eles: as pessoas, o planeta Terra, a
prosperidade, a paz e o fomento a parcerias, interseccionando Economia, Ambiente e
Sociedade (Nagdes Unidas, 2024; SERINTER GDF, 2021 A concepgao desses objetivos
fomenta o desenvolvimento de politicas publicas e fortalece a promulgagdo e execugao

de leis para a protecao das pessoas, dos animais e da natureza.
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Tabela 3. Marca dos 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel e sua finalidade.

Marca

Objetivo

ERRADICAGAD
DAPOBREZA

Tl

SAUDEE
BEM-ESTAR

e

EDUGAGAD DE
QUALIDADE

IGUALDADE
DEGENERD

¢

B AGUAPOTAVEL
ESANEAMENTO

v

TRABALHO DECENTE
ECRESCIMENTD
ECONOMICO_

g INDUSTRIA, NOVACAD
EINFRAESTRUTURA

®

10 REDUGAODAS
DESIGUALDADES
-~
4=
v

-

alde

12 CONSUMOE
PRODUGAD
RESPONSAVEIS

1 ACADCONTRAA
MUDANGAGLOBAL
DOCUNA

15 e

&=
1

PAZJUSTIGAE
16 INSTITUICOES
EFIDAZES,,

Erradicacdo da Pobreza

Fome Zero e Agricultura Sustentavel

Saude e Bem-Estar

Educacdo de qualidade

lgualdade de género

Agua Potavel e Saneamento

Energia Limpa e Acessivel

Trabalho Decente e Crescimento Econdmico

Industria, Inovacao e Infraestrutura

Reducdo das Desigualdades

Cidades e Comunidades Sustentaveis

Consumo e Producdo Responsaveis

Acdo Contra a Mudanca Global do Clima

Vida na Agua

Vida Terrestre

Paz, Justica e InstituicOes Eficazes
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1 7 PARCERIAS EMEIDS

DEIMPLEMENTAGAD

@ Parcerias e Meios de Implementacdo

5.1 Leis ambientais no brasil

A legislacdo ambiental brasileira ¢ uma das mais bem estabelecidas do mundo.
Desde a criacdo da primeira Constitui¢do, quando se tornou Republica, hé diretivas que
preservam o meio ambiente. Com a atual relevancia do tema em nivel mundial,
principalmente devido aos 17 ODS, o legislativo brasileiro aprova e promulga leis
anualmente para a preservacao, recuperacao ¢ manejo do meio ambiente. Algumas das
leis mais importantes da nossa Constitui¢do estabelecem mudancas desde a base da
sociedade, instaurando de forma permanente a educacdo ambiental em todo o territdrio
nacional e em todos os niveis de escolaridade, desde a promulgacdo e execugdo da Lei
9.795, de 27 de abril de 1999. Outras duas leis que tornaram os biomas brasileiros mais
preservados sdo a Lei 6.938/1981 e a Lei 6.902/81, criando a Politica Nacional do Meio
Ambiente ¢ Areas de Preservagido Ambiental (APA) e Estagdes Ecoldgicas, constituindo
diretrizes para as atividades que exploram recursos naturais e areas de total protegdo,
respectivamente (IBF, 2024; InBS, 2024).

Para o delineamento de diretrizes referentes a saneamento e reciclagem, o Brasil
também criou a Politica Nacional de Saneamento Basico (PNSB) pela promulga¢ao da
Lei 11.445/2007 e a Politica Nacional de Residuos So6lidos (PNRS), instituida pela Lei
12.305 (IBF, 2024: InBS, 2024).

A legislacdo brasileira referente ao meio ambiente se apoia em politicas de
desenvolvimento sustentavel e, portanto, possui como conceito a responsabilidade, a

mitigacdo, a adaptagdo e a integracao da sociedade e do meio ambiente.

6. Biodegradacao de plasticos petroquimicos
A biodegradacdo ¢ um processo que ocorre com a associagdo de dois
mecanismos: o abiodtico e o bidtico (Dusselier & Lange, 2022). Dessa forma, polimeros
sdo deteriorados a moléculas de baixa massa molar por acdo de intempéries e enzimas
microbianas, sendo entdo utilizados como fonte de carbono por microrganismos (Zhang
et al, 2022; Lucas et al, 2008). A biodegradagdo ocorre concomitantemente em quatro

estagios.
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Biodeterioracdo: os polimeros sofrem deterioracdo mecanica, fisica e quimica.
Durante esse estagio, os microrganismos formam um biofilme na superficie do polimero,
estruturando uma matriz na qual sdo liberadas moléculas extracelulares. A matriz
polimérica facilita a aderéncia da comunidade a superficie, o que também acarreta
modificacdes superficiais, como alteragcdo da umidade do material, enquanto as
substancias extracelulares, como proteases, lipases e espécies reativas de oxigénio, atuam
na deterioragdo e fragmentagao do polimero. Nesse processo, ha também a incidéncia de
condi¢des abidticas, como radiacao solar, temperatura, umidade, pH e oxigénio (Ali et al,
2022; Ali et al, 2021; Zhang et al, 2022; Lucas et al, 2008), o que permite a penetracdo
de agua, aumento dos poros da superficie polimérica ¢ mudangas mecanicas, gerando
alteragdes estruturais e enfraquecendo a resisténcia do plastico (Ali et al, 2022; Ali et al,
2021; Zhang et al, 2022; Lucas et al, 2008), o qual permite a penetracao de d4gua, aumento
dos poros da superficie polimérica e mudangas mecanicas, gerando alteragdes estruturais
e enfraquecendo a resisténcia do plastico (Amobonye et al, 2021). A presenca de alguns
aditivos nos plasticos facilita sua biodeterioragdo, provocando altera¢des estruturais mais
rapidamente e facilitando a bioassimilagdo e¢ o metabolismo do plastico pelos
microrganismos (Ali et al, 2021; Amobonye et al, 2021).

Nessa etapa do processo de biodegradagdo, o polimero ¢ fragmentado em
pequenas partes que sdo facilmente assimildveis pelos microrganismos. Apds a
biodeterioracdo, que ocasiona o enfraquecimento da estrutura polimérica, os
microrganismos sdo induzidos a produzir e secretar enzimas como oxirredutases,
hidrolases, peroxidases e espécies reativas de oxigénio, favorecendo a quebra de ligagdes
quimicas das cadeias poliméricas e liberando oligdmeros e mondmeros que sdo entdo
utilizados como fonte de carbono (Ali et al, 2022; Zhang et al, 2022; Lucas et al, 2008).

Apos a biofragmentacdo, o microrganismo utiliza as moléculas fragmentadas do
polimero como fonte de carbono, nitrogénio e hidrogénio ou para o funcionamento da
cadeia transportadora de elétrons. Invariavelmente, ao utilizar as moléculas da
biodegradacao, o microrganismo ira crescer (Lucas et al, 2008). Essa assimilagdo pode
ocorrer por meio de proteinas transmembrana ou porinas que permitem a entrada de
moléculas especificas no interior da célula. Algumas moléculas sdo de dificil
bioassimilacdo e, portanto, podem ndo ser assimiladas; entretanto, pode ocorrer
biotransformacao em alguns casos. Quando dentro das células, essas moléculas podem

participar de respiragdo aerdbica, anaerobica ou fermentagdo (Madigan et al, 2016; Lucas
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et al, 2008). Aqui ocorre a producdo de biomassa, composta por moléculas organicas e
inorganicas, das quais sdo formados minerais (Zhang et al, 2022; Madigan et al, 2016).
Sao produzidos metabolitos compostos por elementos presentes em monOmeros €
oligdmeros que sdo liberados durante o processo de biodegradag@o, como, por exemplo,
a agua (H20), didxido de carbono (CO2) e aldeidos. Nesse ciclo, ocorre a reciclagem de
elementos como o carbono, célcio, silicio, nitrogénio e ferro (Shilpa et al, 2022; Zhang et
al, 2022; Yang et al, 2015; Lucas et al, 2008), processo que faz parte dos ciclos
biogeoquimicos da Terra (Madigan et al, 2016). Essa mineralizacdo pode ocorrer com a
produ¢do de inclusdes intracelulares ou extracelulares, podem ser formados
completamente por algum tipo de mineral ou atuar como uma camada mais robusta em
torno de alguma molécula organica para sua protecao o (Zhang et al, 2022; Yang et al,

2015).

7. Plasticos biodegradaveis

Bioplasticos sdo materiais poliméricos de origem renovavel ou produzidos a
partir de recursos biodegradaveis. Habitualmente sdo produzidos a partir de matéria
organica ¢ polimeros naturais, como carboidratos, gorduras e proteinas, e sdo descritos
em trés classes: (1) produzidos a partir da modificag¢ao de polimeros naturais, como amido;
(i1) produtos da sintese de mondmeros de base bioldgica, como sacolas a base de verduras
e legumes; e (iii) produzidos a partir de lixo (Fredi e Dorigato, 2021; Ibrahim et a/, 2021;
Cinar et al, 2020; Venkatachalam e Palaniswamy, 2020).

Atualmente, o bioplastico ¢ eleito como uma das alternativas ao consumo do
plastico comum, ja que seu gerenciamento requer recursos mais simples do que os de
origem fossil, o que reduz o impacto ambiental da deposi¢cdo e do acumulo de plastico
(Fredi e Dorigato, 2021; Venkatachalam e Palaniswamy, 2020).

Apesar da perspectiva positiva com relacdo a producdo de bioplastico, ele
abrange apenas 0,6% da produgdo global de plasticos, de acordo com a Associagdo
Europeia de Bioplasticos. Entre os bioplasticos mais produzidos estdo o acido polilatico,
o polihidroxialcanoato e plasticos feitos a base de amidos ou celulose (Fredi e Dorigato,

2021).
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7.1 Acido polilatico (PLA)

O PLA ¢ um dos bioplasticos mais conhecidos e utilizados atualmente. Foi
descoberto em 1932 pela empresa Dupont; porém, sua producao s6 aumentou de forma
significativa no inicio da década de 90 (Fredi e Dorigato, 2021). Esse bioplastico ¢
produzido a partir da substancia lactida, derivada do acido latico, podendo ser produzida
a partir da fermentagao de glicose de qualquer fonte natural de carboidrato, como verduras
(Cunha et al, 2022; Fredi e Dorigato, 2021). Pode ser produzida em duas formas quirais,
havendo similaridade entre suas fungdes; suas diferencas variam em tamanho, tempo de
biodegradabilidade na natureza e caracteristicas reologicas (Cunha et al/, 2022; Fredi e
Dorigato, 2021). Tem aplicagcdo em diversas industrias: ¢ utilizada para a producdo de
utensilios descartaveis, para a produgdo de bioestimulador de colageno para a area estética

e para a producdo téxtil (Fredi e Dorigato, 2021).

7.2 Polibutileno succinato (PBS)

PBS ¢ um bioplastico de poliéster alifatico produzido a partir da polimerizacao
por condensagdo de acido succinico e de 1,4-butanodiol (Oliveira, 2018). Faz parte da
classe de polialquileno alcanoato; apesar de poder ser produzido a partir de fontes
renovaveis, ¢ comumente produzido a partir de fontes fosseis (Fredi e Dorigato, 2021).
Quando produzido a partir de fontes limpas, ¢ biocompativel e biodegradavel e, portanto,

pode ser aplicado no setor biomédico como carreador de farmacos e para a produgdo de

fios de sutura (Fredi e Dorigato, 2021; Oliveira, 2018).

7.3 Alcool polivinilico (PVA OU PVOH)

Esse bioplastico ¢ produzido a partir da hidrélise do pléstico sintético acetato de
polivinila com metilato de sddio anidro ou hidroxido de so6dio aquoso (Fredi e Dorigato,
2021; Nagarkar e Patel, 2019). Esse material, além de biodegradavel, ¢ biocompativel,
sendo aplicado em embalagens de alimentos e na producdo de fibras (Fredi e Dorigato,

2021). Esse material é solivel em dgua e insoluvel na maior parte dos solventes organicos

(Nagarkar e Patel, 2019).
7.4 Policaprolactona (PCL)

Esse material ¢ wum poliéster alifatico pertencente a classe de

polihidroxialcanoatos. Ele ¢ produzido a partir da polimerizacdo da caprolactona,
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possuindo boas caracteristicas reoldgicas, como alta flexibilidade (Fredi e Dorigato,
2021). Como esse bioplastico ¢ biocompativel, possui grande aplicabilidade no setor

biomédico (Fredi e Dorigato, 2021; Dwivedi et al, 2020).

7.5 Bio-based amido

Como o amido ¢ o segundo carboidrato mais abundante presente na Terra,
ficando atrds somente da celulose, ¢ considerado um bom candidato como polimero
natural para a producdo de bioplasticos (Fredi e Dorigato, 2021). Pode ser obtido a partir
de cereais, legumes e verduras, ja que abrange de 60% a 90% de sua composi¢ao. Porém,
muitos estudos descrevem algas e bactérias como boas biofabricas para sua producao
(Cinar et al, 2020). Como sua taxa de biodegradabilidade ¢ alta, ¢ utilizado em setores
que requerem materiais de uso Unico, sendo, portanto, rapidamente descartaveis consiste
em uma boa estratégia para a diminui¢ao do consumo de produtos, como sacolas plasticas,

talheres e copos (Fredi e Dorigato, 2021; Cinar et al, 2020).

7.6 Bio-based celulose

Celulose ¢ o carboidrato mais abundante na Terra. Além de ser encontrado em
plantas, também pode ser produzido por bactérias (Fredi e Dorigato, 2021;
Venkatachalam e Palaniswamy, 2020).). Como ¢ um polimero natural complexo, formado
por hemiceluloses, lignina e pectina, sua manipulagdo requer etapas importantes, como a
hidrélise, tornando seu custo um pouco mais alto para a produgdo de bioplasticos (Fredi
e Dorigato, 2021; Venkatachalam e Palaniswamy, 2020). Um dos bioplasticos mais
conhecidos produzidos a partir de celulose ¢ o papel celofane, um material resistente a
umidade, muito aplicado em embalagens de presentes e alimentos (Venkatachalam e

Palaniswamy, 2020).

8. Polihidroxialcanoato — o biopolimero do futuro
O PHA ¢ uma inclusao alifatica de armazenamento de energia produzida por
bactérias. Essa inclusdo ¢ formada quando ha excesso de fonte de carbono e auséncia de
nitrogénio, fosforo ou oxigénio, sendo produzida em alta disponibilidade de energia
quimica (Fredi e Dorigato, 2021; Cardoso, 2017; Tan et al, 2014; Tan et al, 2014;
Coutinho et al, 2004). Pode ser obtido a partir da polimerizagdo de acido

hidroxidecanoico, que ¢ produzido a partir da fermentagdo de carboidratos e gorduras
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(Fredi e Dorigato, 2021). Apresenta caracteristicas varidveis, de acordo com a espécie
bacteriana, a fonte de carbono utilizada e as condic¢des de cultivo, permitindo inumeras
combinagdes entre homopolimeros e copolimeros. Sdo estruturas poliméricas com
propriedades reoldgicas, mecanicas e fisico-quimicas similares as dos termoplasticos
(Fredi e Dorigato, 2021; USP, 2018; Cardoso, 2017).

Esse polimero ¢ biodegradavel, produzindo apenas didxido de carbono e agua
quando degradado em condig¢des aerdbicas; € metano, quando em condicao anaerobia. A
taxa de biodegradabilidade depende do nivel de cristalinidade do polimero e de sua
configuracdo; nesse caso, copolimeros tém maior taxa de biodegradabilidade do que
homopolimeros. Desse modo, esse bioplastico apresenta alto valor biotecnoldgico como
alternativa ao uso de polimeros sintéticos convencionais (Fredi e Dorigato, 2021;
Cardoso, 2017; Coutinho et al, 2004).

Sua produgdo ainda requer alto investimento, pois o processo envolve muitas
etapas, tornando sua aplicabilidade ainda limitada. Porém, esse material apresenta
vantagens, como a utilizacdo na producdo de embalagens de produtos quimicos,
embalagens de alimentos, produtos médico-hospitalares e produtos agricolas (Khamkong
et al, 2022; Fredi e Dorigato, 2021; Cardoso, 2017; Coutinho et al, 2004).

Atualmente, os tipos de PHA mais conhecidos sdo o polihidroxibutirato (PHB)
e o polihidroxivalerato (PHBV); entretanto, sdo inimeros os tipos de PHA devido a

variedade de mondmeros que sdo utilizados para sua sintese (Fredi e Dorigato, 2021).

8.1 Vias metabdlicas de produgdo de pha

Diversos microrganismos produzem PHA naturalmente como reserva de
energia, havendo uma grande variedade desse polimero (Venkatachalam e Palaniswamy,
2020). O tamanho da cadeia de PHA pode variar de 600 a 35 mil mondémeros, sendo
classificado de acordo com a quantidade de carbonos presentes em cada unidade de
mondmero. De 3 a 5 carbonos, enquadra-se como PHA de cadeia curta (sc/-PHA); de 6 a
15 carbonos, enquadra-se como PHA de cadeia média (mc/-PHA); e atualmente também
ha a descri¢ao da presenca de mais de 15 carbonos, classificando-o como PHA de cadeia
longa (lc/-PHA) (Choonut et al, 2021; Jaffur et al, 2021; Kumar et al, 2020; Tan et al,
2014; Grage et al, 2009).

Diversos genes e enzimas estdo presentes na polimerizacdo de PHA; entretanto,

uma enzima muito descrita e presente em todos os microrganismos produtores ¢ a PHA-
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sintase (Kumar et al, 2020; Prieto et al, 2016; Grage et al, 2009). Entre os diversos
estudos envolvendo a clonagem e analise de PHA-sintase em varias bactérias, trés vias
de sintese em bactérias sao amplamente estudadas e descritas, como demonstrado na
Figura 10. A primeira via metabdlica e a mais conhecida ¢ a de biossintese de 4cido 3-
hidroxibutirato (3HB). Nessa rota, carboidratos sdo usados como fonte de carbono para a
sintese. Aqui, o gene phaA codifica a 3-cetotiolase, uma enzima que atua condensando
duas moléculas de acetil-CoA, formando uma de acetoacetil-CoA, que ¢ reduzido a (R)-
3-hidroxibutiril-CoA pela enzima acetoacetil-CoA redutase dependente de NADPH,
codificada pelo gene phaB. Nessa etapa, a (R)-3-hidroxibutiril-CoA ¢ polimerizada a
PHA pela enzima PHA sintase, que ¢ codificada pelo gene phaC. Essa rota ¢ descrita por
produzir sc/-PHA (Kumar et al, 2020; Mitra et al, 2022; Venkatachalam e Palaniswamy,
2020; Grage et al, 2009).

A segunda rota de producdo de PHA ¢ a partir dos produtos de degradacao de
acidos graxos (B-oxidacdo). Aqui, o acil-CoA, resultante da ativag¢do de acidos graxos, ¢
oxidado a enoil-CoA pela acil-CoA desidrogenase. Esse ¢ convertido a (R)-3-hidroxiacil-
CoA pela enoil-CoA hidratase, uma enzima codificada pelo gene PhaJ, sendo
posteriormente convertido a PHA pela PHA sintase. Porém, caso o acil-CoA seja
catalisado pela 3-cetotiolase, ele pode ser encaminhado para a rota classica ou convertido
a (R)-3-hidroxiacil-CoA pela enzima PhaG (3-hidroxidecanoil-ACP-CoA transacilase)
ou pela B-cetoacil-ACP redutase, que ¢ codificado pelo FabG (o qual atua similarmente
ao gene phaB). Geralmente essa rota produz polimeros mcl-PHA (Kumar et al, 2020;
Mitra et al, 2022; Venkatachalam e Palaniswamy, 2020; Zhang et al, 2017; Grage et al,
2009).

A outra via ¢ a partir dos produtos da rota de biossintese de acidos graxos, que
sdo convertidos a acetil-CoA, sendo posteriormente convertidos a malonil-CoA por
intermédio da enzima acetil-CoA carboxilase. Logo apos, o grupo CoA ¢ convertido a
ACP pela enzima malonil-CoA-ACP transferase. Em seguida, o malonil-ACP se converte
a acetil-ACP e, em seguida, ¢ convertido a cetoacil-ACP. O cetoacil ¢ entdo reduzido pela
B-cetoacil-ACP redutase, codificado pelo FabG, a (R)-hidroxiacil-ACP, que sera
catalisado pela enzima PhaG a (R)-3-hidroxiacil-CoA e entdo sintetizado a PHA pela
PHA sintase (Kumar et al, 2020; Mitra et al, 2022; Venkatachalam e Palaniswamy, 2020;
Zhang et al, 2017; Grage et al, 2009).
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Figura 10. Desenho esquematico das trés vias metabdlicas de produgéo de polihidroxialcanoato. A primeira via
ocorre a biossintese diretamente de fontes de carbono simples; a segunda via utiliza metabolitos de degradacdo da via de
B-oxidagdo para a produgdo de PHA.

9. Justificativa

Desde a crescente producdo em escala industrial do pléstico, seu descarte
inadequado e a baixa taxa de reciclagem levaram ao seu acimulo no meio ambiente.
Embora esse material desempenhe papel fundamental em diversas industrias,
notadamente sua contaminagdo gerou consequéncias a ecossistemas aquaticos e
terrestres, induzindo possiveis danos a animais, incluindo os seres humanos. Estudos
também demonstram que a presenca de microplésticos pode intensificar o processo de
efeito estufa (Govind & K, 2023; Plastics Europe, 2023; Liao et al, 2021; Magalhaes et
al, 2020; Sana et al, 2020; Kim & An, 2020).

Hoje, um dos maiores desafios ¢ a redug¢do da deposicdo de residuos plasticos e
a restauragdo dos ecossistemas ja atingidos, trazendo solu¢des para a mitigacdo desse
impacto. O desenvolvimento de biopolimeros que apresentem a mesma aplicabilidade de
polimeros sintéticos consiste em um movimento importante no cenario de
sustentabilidade. Nesse sentido, estratégias que visem convergir a degradacdo de

polimeros e sua substituicdo por opg¢des mais sustentaveis em um Unico processo
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apresentam grande potencial sob as perspectivas biotecnologica, socioecondmica e
socioambiental.

Sendo a utilizagdo de microrganismos uma peca central nesse novo cendrio,
compreender bem os mecanismos de biodegradacgdo e realizar uma adaptagdo industrial
de bactérias para a produ¢do de PHA utilizando plésticos petroquimicos como fonte de
carbono podera explorar a possibilidade de maior taxa de reciclagem, fortalecer a
economia circular, reduzir a utilizagdo de plasticos de uso unico e fomentar o mercado de
materiais biodegradaveis, oferecendo, assim, uma solucdo sustentavel e concreta para a

mitigacao de plastico na Terra.

10. Objetivos Gerais
O presente trabalho tem por finalidade analisar o polihidroxialcanoato produzido
por Comamonas brasiliensis, bactéria capaz de biodegradar plasticos de origem
petroquimica, utilizando-os como provavel fonte de carbono. Para este estudo, foi
produzido PHA a partir do consumo de glicose e plastico pela bactéria. O PHA foi entdo

extraido, purificado e caracterizado por analise quimica ¢ mecanica.

11. Objetivos especificos

e Avaliar a aderéncia, a formacao de biofilme e os danos a superficie nos
plasticos por meio de microscopia de varredura, causados pela
Comamonas brasiliensis.

e Avaliar a viabilidade celular da Comamonas brasiliensis aderida ao
plastico utilizando microscopia de fluorescéncia.

e Analisar qualitativamente a presenga intracelular de
polihidroxialcanoato em Comamonas brasiliensis por microscopia de
fluorescéncia.

e Caracterizar o perfil quimico do polihidroxialcanoato produzido pela
Comamonas brasiliensis e controle positivo por Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR).

e (aracterizar o perfil quimico dos plasticos apds a biodegradagdo
provocada pelo consumo bacteriano por Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier com Reflectdncia Total

Atenuada (FT-IR ATR) e por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).
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e Identificar a temperatura de fusdo, transi¢do vitrea, estabilidade térmica
e estabilidade oxidativa do polihidroxialcanoato produzido pela
Comamonas brasiliensis brasiliensis e controle positivo por calorimetria
exploratoria diferencial (DSC).

e Identificar a variagdo de massa em relacdo ao tempo em funcdo da
temperatura dos plasticos apds a biodegradacdo por termogravimetria

derivada (DTG).

12. Materiais € métodos

12.1 Fontes de carbono

Nos cultivos foram utilizados cinco tipos de filmes de plastico. Sao eles:
polietileno de alta densidade (PEAD) (191.000 g/mol; 0,92 g.cm-3) (Ipethene®111,
Carmel Olefinas, Haifa, Israel), sem aditivos e sem pigmentos; polietileno de baixa
densidade de uso comercial (PEBD); polietileno biodegradavel com aditivo Ecolife
(PEBD Ecolife); poliestireno expandido (PS expandido) (ultraterm); e polipropileno (PP)
biodegradavel com aditivo (Copobras). Também foram utilizados glicose a 1,5% como
controle de consumo de fonte de carbono e 6leo mineral a 1% para estudo de respiragdo

celular.

12.2 Bactéria e controles

A bactéria estudada ¢ a linhagem de Comamonas brasiliensis. sp. PE 63, ja
validada como biodegradadora de plastico polietileno e identificada como nova espécie
Comamonas brasiliensis brasiliensis nov. (Frederico et al, 2025; Peixoto, 2013).

As bactérias Pseudomonas putida cepa KT2440 e Ralstonia eutropha cepa
DSM545, utilizadas como controle positivo para a produgdo de PHA, foram gentilmente
cedidas pelo Professor José Gregorio do Laboratorio de Bioprodutos da Universidade de
Sdo Paulo - USP.". Como controle negativo para a producdo de PHA, foi utilizada a
Escherichia coli. Para andlise de PHA, foi utilizado o padrdo laboratorial PHA

Goodfellow®.
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12.3 Vidraria e plasticos para cultura

Os polimeros foram cortados em fragmentos de 1 cm? e imersos em solugdo de
dodecil sulfato de sodio (SDS) a 2% por 4 h, enxaguados com agua milliQ® e imersos
em alcool a 70% por 1 h (Peixoto, 2013). Apds o processo de desinfeccdo, os fragmentos
secam em placa de Petri estéril em temperatura ambiente.

As vidrarias utilizadas foram lavadas com solu¢do de SDS a 5%, enxaguadas
com agua milliQ® e imersas em solug¢ao de hidroxido de sédio (NaOH) 0,5 M por 2 h.
Apods a remocdo da solugdo, as vidrarias foram enxaguadas com agua milliQ® e
autoclavadas a 121 °C por 15 minutos (Peixoto, 2013).

As solugdes de SDS e NaOH sdo utilizadas para remover residuos organicos,
desnaturar proteinas, romper membrana celular e remover lipideos dos filmes e vidrarias,

assegurando a auséncia de fontes de carbono, com exce¢do dos filmes de pléstico.

12.4 Meio de cultivo e cultura

As bactérias foram semeadas em NB (Nutrient Broth) agar a 1,5% e
posteriormente cultivadas em NB para o preparo de 30 mL de pré-indculo em tubos falcon
de 50 mL, incubadas a 30 °C (£2 °C) a 150 RPM. Para o cultivo no meio minimo com 0s
fragmentos de plastico e glicose, o pré-indculo foi centrifugado a 5000 x g por 10 min,
desprezando o sobrenadante e ressuspendendo o pellet em volume de 30 mL de solugdo
salina (NaCl a 0,9%), centrifugando novamente a 5000 x g por 10 min. Essa etapa foi
executada duas vezes para remover todo o residuo de meio nutriente e solugdo salina. Por
fim, o pellet foi ressuspendido em 10 mL de meio minimo para posterior inoculo de 1 mL
de cultivo em 249 mL de meio minimo mineral em Erlenmeyer de 500 mL.

A Comamonas brasiliensis sp. foi inoculada em meio minimo contendo um
fragmento de cada tipo de pléstico e em meio com glicose a 1,5%. Os cultivos em meio
minimo foram incubados e analisados em 96 h, 7 dias e 15 dias. Todos os cultivos foram
feitos em triplicata. O controle negativo foi £. coli com meio minimo com glicose a 1,5%;
os controles positivos foram Pseudomonas putida cepa KT2440 e Ralstonia eutropha
cepa DSM545, cultivados com glicose. O controle negativo foi meio minimo com
plasticos sem adi¢do de microrganismo. Os cultivos cresceram nos parametros de
temperatura e rotagdao de 30 °C (£2 °C) a 150 RPM. Com exce¢do do meio minimo com
glicose e solugdo de elementos trago, que foram filtrados em membrana de 0,22 uM, todos

os meios foram autoclavados a 121 °C por 15 minutos.
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Tabela 4. Composi¢do do meio minimo mineral. (Fonte: The Utilization of Carbon Compounds
by Some Actinomycetales as an Aid for Species Determination).

Composicao Concentracio por L
Sulfato de Amonia 2,64g
Fosfato Monopotassico 2,38¢g
Fosfato Dipotéssico 5,65g
Sulfato de Magnésio lg
Soluc¢oes Traco
Sulfato de Cobre 0,00644¢
Sulfato de Ferro III 0,0011g
Cloreto de Manganés 0,0079¢g
Sulfato de Zinco 0,0015¢g

12.5 Extragcao Do Polihidroxialcanoato

Os cultivos foram centrifugados a 5000 x g por 10 min para remover o
sobrenadante com residuos de meio de cultivo e o pellet foi congelado a -80 °C por 24 h
para posterior liofilizagcdo e armazenamento a -20 °C. O pellet seco foi ressuspendido com
10 mL de hipoclorito de s6dio (NaClO) a 5% e incubado por 1 h 30 min a 37 °C em
banho-maria. Apds a incubagdo, foi adicionado o volume de 1:1 de cloroférmio (CHCI3)
a solu¢do e homogeneizado em agitador do tipo vértex por 1 minuto. Os tubos foram
centrifugados a 12000 RPM por 10 min, formando trés fases: debris nao-PHA e células
ndo-lisadas na primeira fase com NaClO; uma fase intermediaria aquosa; e a tltima fase
com polihidroxialcanoato solubilizado em CHCI3. A primeira e a segunda fase foram
removidas com auxilio de pipeta, deixando somente a fase com solvente ¢ PHA, que foi
precipitado com metanol (CH30H) gelado em quantidade 2:1 de volume de cloroférmio.
O CH3OH foi adicionado lentamente no solvente. A solugdo foi colocada em placa de

Petri de vidro e deixada para evaporar overnight em capela de exaustao.

12.6 Curva de eficiéncia de biodegradacdo com o teste 2,6-Diclorofenol-indofenol (2,6-
DCPIP)
Essa técnica ¢ utilizada como um indicador de biodegradacao. O DCPIP (2,6-

diclorofenol indofenol), um indicador redox, atua como um receptor de elétron, revelando
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a oxidagcdo de NADH para NAD+ (Peixoto et al, 2018; Kubota et al, 2008 Em ensaios
utilizando microrganismos e fontes de carbono, o DCPIP ganha o NAD+ apds o processo
de oxidacao, permanecendo na cor azul; ja em processo de reducao, fica incolor. O teste
foi feito em microplaca estéril de 96 pocos em duplicata, coletando amostras nos tempos
de 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h e 168 h. O cultivo foi realizado em meio mineral (Tabela
4) com glicose, 6leo mineral, PEBD Ecolife, PEAD, PS expandido, PP biodegradavel e
apenas com meio como controle negativo. Foi adicionado 1 g/L. de DCPIP por tubo falcon
de 50 mL, sendo coletados 500 pL para leitura de absorbancia a 600 nM em
espectrofotometro SpectraMax® M3 com software SoftMax Pro 6.0. O ensaio
quantitativo foi feito com a leitura de absorbancia convertida a mg utilizando uma curva
padrao (R% 0,9427) (Figura 11) com os padroes: 10 mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL, 40
mg/mL e 50 mg/mL, de acordo com a equagdo: [DCPIP] = (Abs.600 + 0,0625) / 0,0415.

Curva padrao

DCPIP
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Figura 11. Curva padrdo DCPIP para indicar consumo de hidrocarbonetos

12.7 Microscopia eletronica de VARREDURA (MEV)

O MEV ¢ uma técnica de microscopia que permite a visualizagdo em plano
tridimensional, revelando, assim, a morfologia das amostras. Esse equipamento utiliza
feixe de elétrons para ter alta capacidade de resolucdo, sendo capaz de aumentar a imagem
em até 300.000 vezes em alguns equipamentos (Bedavid et al, 2007). Dessa forma, o

MEYV foi empregado para a visualizacdo de fragmentos de plastico com formagao de
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biofilme e danos causados a superficie do filme devido ao consumo bacteriano. Como
controle, foram utilizados plasticos limpos e sem bactérias aderidas.

Os fragmentos plasticos de controle e com Comamonas brasiliensis brasiliensis
aderidas foram removidos do meio de cultura e adicionados ao tampao fosfato salino
(PBS) descrito na Tabela 11 para remogao de residuos de meio. Em seguida, os plasticos
foram incubados overnight em fixador de Karnovsky, descrito na Tabela 9, para
estabilizar e preservar as estruturas celulares, sendo lavados trés vezes apos a incubagao
com tampao CaCO3 (Cacodilato de S6dio) 0,1 M, descrito na Tabela 10. Apds a remogao
do fixador, as bactérias foram pos-fixadas com tetroxido de 6smio (OsO4) por 30 min
para preservar e contrastar a membrana plasmatica, atuando nos acidos graxos dos
fosfolipidios, formando 6xidos de 6smio. Posteriormente, os fragmentos passaram pela
etapa de desidratacdo com etanol (CnH2n+10H), para que a 4gua seja removida de dentro
das células. Os plasticos foram incubados por 10 min em concentragdes de 15%, 30%,
50%, 70%, 90% e 100% de alcool. Logo apos, as amostras foram submetidas a secagem
por ponto critico em CO2 liquido, utilizando o equipamento Critical Point Drying - CPD
030, Balzers. Apds essa etapa, as amostras foram aderidas a stubs para serem metalizadas
a vacuo com ouro de 20 uM com o equipamento Leica EM SCD500. As amostras foram
visualizadas em Microscopio Eletronico de Varredura da marca Jeol JISM-7000F (JEOL
Ltd., Téquio, Japao), vacuo E-4 Pa, alto contraste, varidvel unidimensional de posi¢ao

(Z) operando com um feixe de elétrons de 15 keV.

Tabela 5. Composicao do fixador de Karnovsky

Composicio Concentracio por L
Glutaraldeido 2%
Formaldeido 2%
Sacarose 3%
Cloreto de Calcio 0,005M
Cacodilato de Sodio 0,1M

Tabela 6. Composi¢do do Tampao Cacodilato de Sodio 0,1 M

Composicio Concentracio por L

Cacodilato de Sédio 21,4g
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Tabela 7. Composi¢ao do Tampao Fosfato Salino

Composicio Concentracio por L
Cloreto de sodio 9¢g
Cloreto de potassio 0,2g
Fosfato dissodico 1,44
Fosfato monopotéssico 0,245¢g

12.8 Espectroscopia no infravermelho por transformada de fourier com reflectincia total
atenuada (FT-IR ATR)

Na analise de FT-IR ATR, ondas de comprimento infravermelho sdo emitidas,
atravessando as amostras, as quais absorvem a energia correspondente a sua frequéncia
vibracional natural, excitando suas moléculas, ampliando seus movimentos vibracionais
naturais de estiramento ou desdobramento das ligagdes, permitindo sua identificacdo
estrutural quimica. Isso porque cada molécula tem a capacidade de absorver radiagdo
eletromagnética em frequéncias tnicas, devido a presenga de ligagdes covalentes, as quais
sdo capazes de absorver essa radiagdo. Nem todas as moléculas que possuem esse tipo de
ligagdo quimica sdo capazes de absorver a energia de mesma vibragdo, devido a
necessidade de um momento dipolar que permita que a energia vibracional emitida seja
a mesma de saida, ou seja, apenas moléculas polares sao identificadas (Pavia et al, 2015).

Apesar de o IV ser lido na faixa de uM, transformamos a medida, de acordo com
a Equacdo 1, e expressamos o sinal dos compostos com numeros de onda (cm™") para
facilitar a leitura no espectro. J& que o niimero de onda ¢ diretamente proporcional a
energia, indicando, assim, a quantidade de energia que foi absorvida e o nivel de excitagao
da molécula. (Pavia et al, 2015).

O espectro infravermelho exibido pelo equipamento mostra um grafico com
picos de transmitancia no eixo Y por comprimento de onda e frequéncia no eixo X. Esses
picos também sao avaliados em intensidade e formato, podendo indicar diferengas entre
fungdes organicas que podem se sobrepor em pico de absorbancia, como € o caso de C=0O
e C=C (Pavia et al, 2015). Esse equipamento ¢ capaz de realizar uma leitura minuciosa
de amostras quimicas, caracterizando fingerprints que atuam como a identidade do

composto.
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Para a andlise dos filmes de plastico, os analitos foram desinfetados com SDS a
2% e alcool a 70%. As analises foram feitas com cristal de seleneto de zinco (ZnSe),
usando comprimentos de onda de infravermelho médio entre 400 ¢ 4.000 cm™ por
transmitancia (%) com resolu¢do de 4 cm™ e 32 scans em equipamento espectrometro
FT-IR Varian 640. Os plasticos que foram empregados como fonte de carbono foram
comparados com plasticos-controle para identificacdo de alteragdo em seu perfil quimico.

Para a analise do PHA, foi utilizada a amostra extraida da Comamonas
brasiliensis brasiliensis, como descrito no topico 12.3, e controle de PHA (Goodfellow®)
a 1% em pastilha de brometo de potassio (KBr). Para a preparacio da pastilha, o sal e a
amostra foram macerados até a obtencao de p6 fino, homogéneo e seco, e colocados em
pastilhador e prensados até a formacdo de um disco fino e translucido. As amostras
tiveram seus espectros comparados aos dos controles para identificacdo de similaridades.
Para a realizacdo do background do aparelho, uma pastilha de KBr puro foi preparada e
lida.

Para a analise de biodegradagdo dos plasticos, alguns fragmentos sem acréscimo
de bactéria foram limpos e submetidos a dez leituras de ambos os lados para identificagao
de foco de degradacdo. Apos plotagem e tratamento dos espectros, os picos principais do
polimero-controle foram selecionados, e todos os picos nos fragmentos biodegradados
foram analisados. Os resultados foram representados em graficos elaborados a partir do

software Origin 9 Pro®.

Equagdo 1. Equacio de transformagio de escala

V(iem™) =

cm

12.9 Live and dead baclight™ kit de viabilidade celular

Trata-se de analise de viabilidade celular, em que dois corantes fluorescentes
excitam e emitem sinais em comprimento de onda distintos, permitindo a identifica¢do
de células vivas e mortas. O kit € composto pelo corante verde fluorescente SYTO™ 9 e
pelo corante vermelho fluorescente iodeto de propidio; ambos possuem afinidade por
acidos nucleicos; entretanto, o iodeto de propidio cora apenas bactérias que tenham danos
em suas membranas, sobrepondo-se ao SYTO™ 9. Sendo assim, células vivas emitirdo a

cor verde, enquanto as células mortas emitirdo vermelho.
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O corante SYTO™ 9 excita e emite a fluorescéncia numa frequéncia de 480/500
nM, enquanto o iodeto de propidio excita e emite em 490/635 nM, e as imagens de fundo
permanecem com pouca ou nenhuma fluorescéncia.

Para o preparo das amostras, ambos os corantes foram misturados em propor¢ao
de 1:1; o pléstico foi removido da cultura e corado com 300 uM de solucdo. Para a
visualiza¢do da viabilidade celular, foi utilizado o microscopio de Fluorescéncia Zeiss
Axio Observer Al com camera AxioCam MRc. As imagens foram capturadas e

mescladas pelo sofiware ZEN — Zeiss e tratadas pelo software Image J.

12.10 Microscopia de fluorescéncia utilizando nile red para visualizagao de granulos de
pha

Nile Red (Sigma®) ¢ um fluoro6foro lipofilico que cora lipideos polares e neutros,
emitindo coloragdes entre o espectro vermelho e o amarelo. Esse corante excita e emite a
fluorescéncia numa frequéncia de 550/650 nM a 450/600 nM, respectivamente. E
utilizado para corar membranas ou inclusdes celulares, devendo ser solubilizado em
dimetilsulfoxido (DMSO), etanol ou acetona para facilitar a penetragdo na célula. Sendo
assim, a célula apresentard uma coloracdo avermelhada opaca, enquanto a inclusdo
apresentara uma cor alaranjada ou amarelada fluorescente (Zuriani et al, 2013;
Spiekermann et al, 1999).
Para a andlise da presenga de PHA, 2 mg de corante foram solubilizados em 1 mL de
acetona para solugdo estoque; enquanto para a coloragao, 60 puL da solugdo estoque foram
solubilizados em 2 mL de acetona. Para a visualizacao, 1 mL do cultivo foi transferido
para um tubo de 2 mL e centrifugado a 12000 RPM por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e 10 pL de pellet foram colocados em ldmina com 10 pL de Nile Red,
aguardando 10 min para visualizacdo. J4 o fragmento de plastico foi removido da cultura
e, posteriormente, seguiu os mesmos passos da coloragao do pellet. A anélise foi realizada
em microscopio de fluorescéncia Zeiss Axio Observer A1 com camera AxioCam MRc.
As imagens foram capturadas pelo software ZEN — Zeiss e tratadas pelo sofiware Image

J.

12.11 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
A espectroscopia por RMN, diferentemente do FT-IR, analisa atomos. No FT-

IR obtém-se os sinais de grupos funcionais, enquanto no RMN obtém-se os sinais de
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elementos abundantes em moléculas, como o hidrogénio (H) e o carbono (C). Nessa
analise, ¢ possivel distinguir o tipo de atomo e, quando combinado, pode-se determinar a
formula da estrutura quimica. O espectro ¢ exibido em grafico, mostrando a intensidade
do sinal no eixo y e a func¢do da frequéncia no eixo x (Pavia et al, 2015).

Para essa andlise, 10 mg de plastico-controle e 10 mg de plastico apds
biodegradacao foram colocados em tubos para analise em Espectrometro de Ressonancia
Magnética Nuclear (Bruker) operando em campo magnético de 14 T, a 600 MHz,
analisando "*C. Os resultados foram representados em graficos elaborados a partir do

software MestreNova®.

Tabela 8. Parametros de *C RMN

Nucleo Abundancia Natural (%) Frequéncia de Pulso
RMN (MHz) 7 2 (us)
BC 1,108 100,52 4,3

12.12 Anélise Termogravimétrica (TG)

Na termogravimetria, a massa da amostra ¢ acompanhada em relagdao ao tempo
e a temperatura. A analise ocorre em uma balanga de alta precisdo que avalia as variagdes
de massa em fun¢ao da temperatura, conectada a um forno programavel e supervisionado
por um software de computador. Para a avaliacdo da estabilidade térmica dos plasticos-
controle e dos plasticos biodegradados, foi utilizado o equipamento da Shimadzu, modelo
Tg-60H. As amostras foram pesadas em cadinhos de platina, contendo aproximadamente
8,0 mg de amostra. As andlises foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio, com vazao
de 30 mL/min, com aquecimento de 25 °C a 800 °C e taxa de aquecimento de 10 °C-min™".
Os resultados foram representados em graficos elaborados a partir do software Origin 9

Pro®.

12.13 Calorimetria Diferencial De Varredura (DSC)

O DSC ¢ uma técnica utilizada para analise de transicdo térmica. Atua
monitorando a variagdo do calor durante o processo de aquecimento da amostra a uma
taxa constante, medindo a diferenga de calor entre a amostra ¢ o controle, mostrando as
temperaturas de transi¢ao (Tg) e de fusdo cristalina (Tm), revelando modificacdes fisicas

e quimicas.
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As temperaturas de transicdo dos PHA’s foram determinadas pelo calorimetro
Shimadzu DSC-60, em atmosfera de hélio com vazao de 30 mL/min. Foram utilizadas
panelas de aluminio com 7 mg de amostra, e taxas de aquecimento constantes de 10 °© C/
min) com duas rampas de aquecimento de -10 °C a 250 °C. Os dados obtidos a partir da
primeira rampa de aquecimento foram utilizados para determinar a temperatura de
transicdo vitrea. Os resultados foram representados em graficos elaborados a partir do

software Origin 9 Pro®.

13. Resultados E Discussdo

13.1 Analise De Biodegradacdo Dos Polimeros

13.1.1 Curva De Eficiéncia De Biodegradacio Com O Teste 2,6-Diclorofenol-
indofenol (2,6-DCPIP)

O teste de biodegradagdo de hidrocarboneto, avalia de forma sensivel a
oxirreducdo dos plasticos quando utilizado como fonte de carbono pela Comamonas
brasiliensis sp PE 63, demonstrando variagdes de concentracdo do DCPIP que indica
atividade metabodlica da bactéria. Para esse teste, a glicose e o 6leo mineral foram
utilizados como controle positivo e meio com DCPIP sem bactéria como controle
negativo (Kubota et a/, 2008).

A curva do controle negativo ndo apresentou variagao até 120" hora, momento o
qual aumentou a concentragdo do marcador no meio, podendo indicar que houve um
processo de oxidagdo, ja que o processo de mudanca de cor do DCPIP ¢ reversivel.

Nas primeiras 24h observa-se uma queda brusca na concentragdo do marcador
no meio com glicose como controle positivo, sendo o resultado com glicose esperado, ja
que ¢ um carboidrato de simples assimilagdo. Enquanto o 6leo mineral, apresentou uma
queda modesta na concentracdo do DCPIP na 48 hora e manteve um padrdo comedido
de diminuicao de concentragdo até a 168" hora.

J4 0 meio com PS expandido, reconhecido como um material utilizado como
fonte de carbono por alguns micro-organismos e insetos, era esperado uma maior
concentragdo de DCPIP durante as primeiras 24h para adaptagdo da Comamonas
brasiliensis sp PE 63 ao meio, entretanto, apresentou um parametro incomum ao
manifestar uma queda importante na concentracdo do marcador no primeiro dia (Zhang
et al, 2022). Levando em consideragdo que o PS apresenta fonte de carbono de dificil

assimila¢do, essa mudanca pode ter ocorrido devido a ag@o de agentes redutores no meio
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de cultura. Logo apds essa queda da concentracio do DCPIP no meio com o PS
expandido, observa-se uma mudanca na curva, apresentando aumento significativo,
podendo indicar a presenca de um agente oxidante como oxigénio difundido no meio.
As curvas de PEBD Ecolife, PP biodegradavel, demonstraram um padrao
modesto de alteracdo nas primeiras 72h, entretanto, a curva indicou processo metabdlico
continuo de reducdo nas horas seguintes, evidenciando o processo de biodegradagdo. O
PEAD demonstrou na coleta do primeiro ponto, uma variagao em concentracao inicial
diferente das outras amostras, indicando imprecisdo da solucdo, no entanto, a partir da
72? hora apresentou padrao de diminuicdo de concentracdo do marcador DCPIP similar

ao dos outros plasticos.

Figura 12. Curva de eficiéncia de biodegradagdo dos plésticos pela Comamonas sp PE 63.
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13.1.2 Microscopia Eletronica De Varredura (MEV)

As micrografias dos plasticos obtidas por MEV permitiram a analise qualitativa
da superficie polimérica através da comparacao de e sua morfologia antes e apos a cultura
com a bactéria Comamonas brasiliensis brasiliensis. Foram realizadas micrografias dos
plasticos controle, sem a presenca de bactéria, e plastico em meio com bactéria. As
imagens seguiram o padrao realizado por Sivan ef al, 2006 e Bonhomme ef al, 2003, com

imagens nos aumentos de 100x, 500x, 1500x e 5000x quando possivel.
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Os resultados obtidos para os plésticos controles, exibem superficies sem
presenga celular. Percebe-se a extensao regular da superficie dos plasticos de PEBD, PE
e PP nas figuras 10, 11 e 13 respectivamente, com a presenca de algumas rugosidades
inerentes ao processo de manufatura do material como pequenas ranhuras, e debris de
meio de cultura com alguns poucos fragmentos ndo identificados. J& no controle do
plastico PEBD com adi¢do de aditivo biodegradavel, observa-se uma estrutura com
algumas regides irregulares como formacao de bolsdes que se destacam em cor cinza
claro, além da presenca de alguns debris com morfologia de cristal, provavelmente de
meio de cultura. Por tltimo, pode-se ver o controle do PS expandido, que apresenta uma
estrutura formada por uma matriz indicando a passagem de ar, deixando cicatrizes
circulares que se sobrepde na constituicdo do material. Nas areas lisas, a superficie ¢
regular, sem a presenca de ranhuras ou células.

Quando comparados aos dados dos plasticos controle, onde foi observada uma
superficie sem particulas celulares, o material acrescido de Comamonas brasiliensis
brasiliensis evidencia a colonizacdo bacteriana dos plasticos e formagao de biofilme,
indicando estadgios mais maduros de adesao ap6s 15 dias de cultivo como nas figuras 10,
11, 12 e 13 nas quais verificam-se matrizes poliméricas com distribui¢do ainda
heterogénea, porém, com regides de alta densidade celular. A formagao heterogénea do
biofilme possivelmente ocorre devido ao tipo de superficie do plastico, e a sua
composi¢ao quimica, dificultando o consumo bacteriano de carbono. A morfologia
celular sugere a presenca de bactérias em diversos estagios de crescimento, e auséncia de
outras espécies.

A micrografia ¢ eficiente para demonstrar a formacao de biofilme nos plasticos
e indicar consumo de carbono por parte das bactérias, afirmagdo essa com base na
literatura, o qual reporta que micro-organismos crescem e progridem em ambientes que
favorecem a organizagdo fisico-quimica do biofilme (Sauer ef a/, 2022; Renner e Weibel,
2011; Stoodley et al, 1999). O biofilme ¢ composto pela jungdo de material extracelular
produzido por micro-organismos, assim como também envolve a presenca de agua e de
acidos nucleicos de bactérias mortas (Toyofuku et al, 2016). Essa matriz permite a

passagem de nutrientes que fortalecem a populagdo e viabiliza seu crescimento.
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Figura 13. Micrografias de controle de filme de PEAD sem adig@o de bactéria nas imagens
a, b, c e d, filme de PE com crescimento ¢ formagao de biofilme bacteriano nas imagens e, f, ge h
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Figura 14. Micrografias de controle de filme de PEBD Biodegradavel (Ecolife) sem adi¢ao
de bactéria nas imagens a, b, ¢ e d, filme de PEBD com crescimento e formag&o de biofilme bacteriano
nas imagens e, f, ge h
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Figura 15. Micrografias de controle de filme de PP Biodegradavel sem adi¢do de bactéria
nas imagens a, b, ¢ e d, filme de PP com crescimento e formagao de biofilme bacteriano nas imagens
e,f,geh
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Figura 16. Micrografias de controle de PS expandido sem adigdo de bactéria nas imagens
a, b, ¢ e d, PS com crescimento bacteriano nas imagens e, f, ge h
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Figura 17. Micrografias de controle de filme de PEBD comercial sem adigdo de bactéria
nas imagens a, b, ¢ e d, filme de PEBD com crescimento bacteriano e formagdo de biofilme na
superficie nas imagens e, f, ge h
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13.1.3 Espectroscopia No Infravermelho Por Transformada De Fourier Com Reflectancia
Total Atenuada (FT-IR ATR)

Foi realizada a Espectroscopia na regido IV para a analise do perfil quimico dos
plasticos que foram submetidos a biodegradacdo pela Comamonas brasiliensis
brasiliensis devido a sua aplicabilidade para identificar alteragdes quimicas decorrentes
do consumo bacteriano; seguindo os parametros de Peixoto, 2018 ap6s 15 dias.

Como o processo de biodegradagao ocorre em 4 etapas, 0s compostos organicos
que surgem da degradacdo dos plasticos serdo resultantes da acdo de fatores abioticos e
bidticos. A presenga de oxigénio e dgua facilitam a formagdo de compostos que irdo
causar deteriorac¢ao na superficie polimérica, que por sua vez facilita a quebra de cadeias
e a posterior utilizagdo como fonte de nutriente (Das, 2014).

Ao utilizarmos um PE de uso comercial, encontrado facilmente no mercado, um
com adic¢do de aditivo iniciador de biodegradacdo e um oriundo da industria israelense,
foi possivel estabelecer correlagdo e diferengas no processo de degradacdo a partir da
observacdo de produtos resultantes desse mecanismo. O polietileno a principio sofre
degradacao superficial devido a fatores abioticos, sendo que na natureza, um dos
primeiros fatores a atuar nesse processo ¢ a radiagdo UV, promovendo fotodegradacao.
Nessa etapa, também ocorre degradacdo devido a alteragdo de temperatura e degradacao
mecanica, o qual abrem espaco para a biodegradagdo per se. Nas figuras 15, 16 e 17,
observamos os espectros obtidos a partir do controle e da biodegradagao de um dos
plasticos mais utilizados e recalcitrantes do mundo, o polietileno. Ao observamos a
presenca de picos intensos nas regides 2920 cm™!, 2852 cm™! no PEBD comercial e no PE,
e pico fraco no PEBD biodegradavel, o qual correspondem a alcanos em estiramento
(C—H), os quais formam ligacdes muito estaveis. Sabemos logo que todo esse ciclo de
reacdo ao processo de degradagdo ird originar a formagdo dos produtos CO2 e H20, os
quais sdo comuns em biodegradacdo aerdbica (Peacock, 2000).

Um dos estagios mais importantes da formagao de biofilme bacteriano, é quando
a superficie do plastico sofre com oxigenacdo, aumentando sua hidrofilicidade,
permitindo maior aderéncia de bactérias a superficie polimérica. Esse processo ¢ chamado
de auto oxidagdo, e ocorre em trés etapas: iniciacdo, propagacao e terminacao. Devido a
presenca abundante de atomos de oxigénio no meio de cultura, os dtomos reagem
formando radical peroxila (ROO.), que logo reage com atomos de H das cadeias laterais

do PE, produzindo hidroperéxidos (-O-OH). Esse radical, devido a sua alta instabilidade,
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se decompde, e d4 origem a outros radicais livres como Oz e grupo hidroxila (O—H).
Sendo este ultimo formado durante a degradacdo do PEBD comercial, o qual surgiu como
novo pico na posi¢dio 3271 cm™! visto na Figura 15 (Chanda & Roy, 2006). A abundancia
dessa molécula indica proporcionalmente o nivel de degradacdo, ja que ¢ um forte
oxidante (Selonk et al/, 2009). Radicais livres presentes como a hidroxila e a peroxila,
atuam removendo outros atomos de H da cadeia lateral do C saturado do alcano, formando
radicais alquila. Essa etapa se retroalimenta, ja que o radical alquila reage com O, depois
com H e forma hidroperdxidos, os quais se degradam a hidroxila e peroxila, e logo
formam o radical alquila novamente (Chanda & Roy, 2006).

Outro radical formado durante esse processo ¢ o peroxido (ROOR), o qual a
partir de processo de oxidagao, cliva a cadeia de PE liberando aldeidos, cetonas e alcoois,
observados na Figura 15 e 16 com a presenca dos picos 1113 cm™ e 1062 cm,
diminuindo o peso molecular do polimero (Ali et al/, 2021; Chanda & Roy, 2006). Esse
mesmo processo, ao formar compostos que sdo vulneraveis a reagdes com agua, como
cetonas, amidas e éster, os quais sdo facilmente hidrolisaveis, tornam o polimero ainda
menos resistente (Chanda & Roy, 2006).

A presenga de uma dupla ligagio C=C, presente no pico 1622 cm’', refere-se ao
processo de cisdo homolitica de cadeias, levando ao rompimento de um atomo de carbono
do esqueleto principal com um radical, seguida de um rompimento de um atomo de
carbono com um de hidrogénio, o que acaba por gerar a formagao de uma ligagao dupla
(Peixoto, 2018). A formacgao de ligagdes simples entre os d&tomos de carbono e oxigénio
podem ocorrer devido a dissociacdo dos hidroperoxidos, que deixam um atomo de
oxigénio livre (Selonk et al, 2009). A formagdo de novas ligacdes C—H, sdo em
decorréncia da retirada de um atomo de hidrogénio da cadeia lateral, provocando uma
desidrogenagdo de um alcano, formando alceno (C—H com dobramento), visto nas figuras
17, 18 e 19, ocorrendo a formacdo dos picos 986 cm™, 990 cm™ e 871 cm’, e alceno
(C—H) no pico 1622 cm™ e 1639 cm™! observados nas figuras 15 e 17.

Albertsson e Karlsson (1988) demonstraram os mecanismos de degradacao do
PE, em 3 etapas. Na primeira, CO2 e Oz sdo liberados e capturados respectivamente, em
decorréncia do processo de formacao de radicais livres. Em seguida, a degradacao passa
por um momento plateau, quando nao ocorre modificagdes no polimero, porém, ¢ a
transi¢ao para um momento que ocorre aumento significativo da degradagdo, expondo

mudangas vistas macroscopicamente.
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Transmitancia (%)

Figura 19. Espectros sobrepostos de FTIR de PEBD comercial controle e de
PEBD comercial submetido a biodegradagdo pela Comamonas sp PE 63
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Figura 18. Espectros sobrepostos de FTIR de PEBD biodegradavel
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Figura 20. Espectros sobrepostos de FTIR de PEAD controle ¢ de PEAD

submetido a biodegradagao pela Comamonas sp.PE 63
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Figura 21. Espectros sobrepostos de FTIR de PP controle biodegradavel e

de PP biodegradavel submetido a biodegradacéo pela Comamonas brasiliensis
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Figura 22. Espectros sobrepostos de FTIR de PS expandido controle e de
PS expandido submetido a biodegradacao pela Comamonas brasiliensis
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Nos plasticos PP biodegraddvel e PS expandido observou-se com maior
frequéncia a mudanca na intensidade de picos, o qual também se refere a modificagdes
no polimero devido a uma mudancga na resposta excitatoria da molécula (Gupta & Devi,
2020). Dentre os picos novos, vemos ha apenas uma ligagdo dupla C=C no PP
biodegradado, presente no pico 1614 cm’!, exposto na Figura 18, e uma ligagio tripla
C=C no PS expandido; a ligagdo C=C ¢ presente em alcinos, um hidrocarboneto resultante
da desidrogenacao de um alceno, presente quando hd uma quebra de ligacdo de um atomo
C com um hidrogénio, deixando-o livre.

Todas as alteracdes quimicas, inclusive perda e aumento da intensidade do pico
refletem em degradag¢do dos polimeros. Esse resultado suporta a hipotese levantada a
partir das micrografias de biofilme nos plasticos, indicando que os micro-organismos

estdo utilizando-os como fonte de carbono.
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Polimero

Controle
PEBD
Comercial

PEBD
Comercial
Degradado

Controle
PEAD

PEAD
Biodegradado

Controle

PEBD Ecolife

PEBD Ecolife
Biodegradado

Controle PP

PP
biodegradado

Controle PS
expandido

PS expandido

Tabela 9. Picos em azul nao sofreram modificagdo, picos em verde sdo novas formagdes e picos
em rosa sofrem aumento ou atenuacdo de intensidade

2920
C-H
estiramento

3271
O-H

2920
C-H
estiramento
2920
C-H
estiramento

3378
O-H

3378
O-H

2953
C-H
estiramento
2953
C-H
estiramento

1634
C=C

2852
C-H
estiramento

2920
C-H
estiramento

2852
C-H
estiramento
2852
C-H
estiramento

1639
C=C

1639
C=C

2920
C-H
estiramento
2920
C-H
estiramento

1066
C-O

1634
C=C

Picos (cm™)

2852
C-H
estiramento

2360
C=C

871
C-H
dobramento

1452
CH;

1614
=C

744
C-H
dobramento

1066
C-O

1622

1622

1376
CH;

1376
CHs

693
C-H
dobramento
744
C-H
dobramento

13.1.4 Live And Dead Baclight™ Kit De Viabilidade Celular

1113
C-O

1062
C

1062
C-O

1062

693
C-H
dobramento

986
C-H
dobramento

990
C-H
dobramento

A viabilidade celular de Comamonas brasiliensis brasiliensis fol analisada de

acordo com o fabricante, sendo visualizados micro-organismos corados com fluoresceina

verde, o qual evidencia células vivas, e micro-organismos corados com fluoresceina

vermelha, o qual evidencia células mortas. A andlise foi feita com pléstico apds 15 dias

de cultivo, sendo dispostas na primeira linha os filmes corados pelo dead, na segunda

linha, os filmes corados pelo live, e na terceira linha, a sobreposicao de ambas. As
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imagens de controle e filme com Comamonas brasiliensis brasiliensis estao paralelas nas
figuras 21, 22, 23, 24 ¢ 25.

A presenca de colonias em disposicao heterogénea na superficie dos filmes
corresponde ao que foi exposto pela MEV, regides focais com alta densidade celular as
quais correspondem a células vivas e mortas e regides sem células. Devido a
recalcitrancia da matéria, o crescimento bacteriano se mantém discreto e relativamente
limitado durante esse periodo de cultivo, entretanto, podemos perceber uma maior
proporcao de bactérias metabolicamente ativas em compara¢do com bactérias mortas.

Apesar da limitacdo de nutrientes como N e P, a alta concentracdo de C permite

o crescimento ¢ manutencao do biofilme.
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Figura 23. Presenca de colonias em PEBD Comercial evidenciadas pelo kit Live and Dead Sao
evidenciadas algumas colonias através de circulos verdes, que indicam bactérias mortas e circulos azuis para
indicar as bactérias vivas
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10x 10x

Dead

Live
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Figura 24. Presenca de colonias em PEAD evidenciadas pelo kit Live and Dead. Sao
evidenciadas algumas colonias através de circulos verdes, que indicam bactérias mortas e circulos
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Dead
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Figura 25. Presenga de colonias em PEBD biodegradavel evidenciadas pelo kit Live and
Dead. Sao evidenciadas algumas colonias através de circulos verdes, que indicam bactérias mortas
e circulos azuis para indicar as bactérias vivas
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Figura 26. Sao evidenciadas algumas colonias através de circulos verdes, que
indicam bactérias mortas e circulos azuis para indicar as bactérias vivas. Presenca de
colonias em PP Biodegradavel evidenciadas pelo kit Live and Dead

PP biodegradavel PP biodegradavel
Controle Comamonas
10x 10x

Live Dead

Live and dead
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Figura 27. Sao evidenciadas algumas colonias através de circulos verdes, que
indicam bactérias mortas e circulos azuis para indicar as bactérias vivas. Presenga de colonias
em PS expandido evidenciadas pelo kit Live and Dead

PS expandido

Controle PS expandido

Comamonas
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13.1.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A RMN B3C de solidos foi escolhida pela facilidade de preparo de amostra e
analise, levando-se em consideracdo que todos os picos sdo singletos devido ao nao-
acoplamento entre eles. Cada pico representa a ressonancia produzida por moléculas, as
quais ressonam apenas um atomo de diferentes carbonos presentes na amostra, ou seja, a
area do pico ndo representa a quantidade de 4tomos de carbono, ndo sendo necessario
realizar calculo de integral da area do espectro (Pavia ef al, 2015).

A técnica permite a identificagdo dos 4&tomos de acordo com seu deslocamento
quimico em ppm, exibindo sua localizagdo na estrutura, o qual indica os possiveis grupos
funcionais presentes. Porém, para identificacdo de quantas ligagdes ocorre do carbono
com o hidrogénio, a RMN deveria ser ajustada a técnica de DEPT (Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer), o qual permite identificar carbonos quaternarios,
grupo metil ou metileno. A possivel identificacdo dos atomos de carbono ¢ realizada com
base na tabela de correlacdo de descolamento quimico, o qual ¢ construida com base no
deslocamento da TMS (tetrametilsilano), o controle interno do equipamento (Pavia et al,
2015). Aqui utilizou-se valores aproximados, ja que sem o DEPT nado ¢ possivel
identificar as ligagoes.

Nas figuras 21, 22 e 23 observa-se picos caracteristicos de PE ndo biodegradado
na regido de 30 ppm, o qual corresponde a carbonos saturados ou grupo metileno (R-CHz-
R), estrutura principal da cadeia. Também observamos a presenca de picos de intensidade
mais fraca na regido entre 10 e 15 ppm, correspondendo a grupo metil (CH3). Nas figuras
21,22, 23, 24 e 25 observa-se a auséncia dos picos 14 ppm, 21 ppm, 10 ppm, 32 ppm, 79
ppm e 20 ppm respectivamente, o que indica que as moléculas correspondentes a essa
ressonancia sofreram modificagdo. Essas modificagdes podem ocorrer como
consequéncia de reacdes quimicas como hidrélise ou oxidagdo, reagdes presentes durante
a degradacdo microbiana. O aumento da cristalinidade dos polimeros também pode afetar
a presenga desses sinais, e isso ocorre devido aos movimentos moleculares serem mais
restritos do que em polimeros com menor cristalinidade.

Apesar do processo de biodegradacdo gerar novas moléculas, para que haja a
ressonancia, se faz necessario a presenga de '*C na estrutura. Como esse 4tomo é menos
escasso do que o '2C, que esta presente em todos os compostos organicos, a presenca de

picos ocorre em menor quantidade.
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Figura 28. Espectro de RMN 13C do PEBD comercial controle e do PEBD biodegradado por Comamonas
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Figura 29. Espectro de RMN 13C do PEAD controle e do PEAD biodegradado por Comamonas
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Figura 30. Espectro de RMN 13C do PEBD Ecolife controle ¢ do PEBD Ecolife biodegradado por

Comamonas
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Figura 31. Espectro de RMN 13C do PP biodegradavel controle ¢ do PP biodegradado por Comamonas
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Figura 32. Espectro de RMN 13C do PS expandido controle e do PS biodegradado por Comamonas
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13.1.6 Andlise Termogravimétrica (TG)

A TG analisa a estabilidade térmica e variagdo de massa em decorréncia de
eventos térmicos, sendo a Derivada Termogravimétrica (DTG) uma curva endotérmica
que permite a analise de temperatura especifica de cada um desses eventos, inicio e fim
da reagdo, respondendo com maior precisdo qual a temperatura exata o qual ocorre a perda
de massa pela degradacdo térmica.

Essa técnica permite verificar se houve modificagdo fisico-quimica dos plésticos
sintéticos apds o consumo bacteriano. Para andlise de polietileno, foi feita uma média das
curvas do material PEBD comercial e PE para se obter o resultado, o PEBD biodegradéavel
foi feito separadamente por conter aditivo em sua composi¢do. Na Figura 29, observa-se
o grafico de TGA do PE, o qual demonstra a ocorréncia de um evento térmico no controle
e dois eventos térmicos no plastico biodegradado. Esses eventos ficam expressos no
grafico de DTG que demonstra que o PE controle teve sua reacdo maxima na temperatura
de 473°C, o qual perdeu 98,8% de massa, ja no PE biodegradado, ocorreu uma alteragao
fisico-quimica que mudou a reagdo térmica do plastico a altas temperaturas. No primeiro
evento a massa perdida foi de 75,38%, sugerindo que houve presenca de resquicios, o
qual foi degradado no segundo evento, perdendo mais 8,55% de massa. No achatamento
de curva do PE controle, observou-se 1,2% de residuo e no PE biodegradado 16,07% de
residuo, isso pode ocorrer devido a produgdo de residuos estdveis como cinza, gases ou
grupos aromaticos, como também pode ocorrer em substancias altamente reticuladas, e,
portanto, de dificil degradacdo. A Figura 30, demonstra a DTG do PEBD biodegradado,
a presenga de quatro eventos térmicos ¢ caracteristica de polimero com aditivos, o
primeiro pico, modesto, tem rea¢do maxima a 307°C, o que exclui H20 e intimeros
solventes leves que volatizam em temperatura de até 100°C, podendo ser um
contaminante. O segundo pico, de degradacdo térmica, tem reagdo maxima a 474°C,
sendo semelhante ao visto na Figura X, ocorrendo 75,93% de perda de massa. J& no
segundo evento, a reagdo maxima ocorreu a 619°C, com perda de massa de 8%. Ambos
os polimeros, controle e biodegradado apresentaram perda de massa percentualmente
semelhante. Neste pico vemos uma diferenca de area de pico e intensidade entre o PEBD
controle e biodegradado, sugestivo de que o aditivo Ecolife favorece a degradagdo
térmica, necessitando de menos minutos por massa de alta temperatura.

O polipropileno, representando na Figura 31, apresentou acentuada perda de

massa em ambos os polimeros, com reagdo maxima na temperatura de 455°C e perda de
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quase 100%, a diferenca fica por conta do surgimento de um evento a mais na amostra
biodegradada, sendo sugestivo para a presenca de aditivo de aceleracdo de degradacio,
assim como o PEBD. A diferenca de temperatura de reagdo maxima entre ambos ¢ de
apenas 70°C. Na Figura 32, observa-se o grafico do poliestireno, material conhecido por
sua estabilidade térmica, devido a presenca de ar em sua estrutura que remete a uma
matriz reticular. Em atmosfera de nitrogénio, o PS sofreu degradagdo térmica em
temperatura de 417°C, necessitando de poucos minutos nessa temperatura para a perda de
97,41% de massa, enquanto o PS biodegradado, apresentou dois pequenos eventos antes
do pico de degradagdo.

Dentre as quatro curvas, o plastico que depositou mais residuos foi o PE,
sinalizando uma maior producao de residuos estaveis durante a degradagdo térmica,

apresentando apenas dois eventos térmicos, organizados na tabela 13.

Tabela 10. Temperatura inicial e final de cada evento térmico que os polimeros sofreram

, 1° evento 2° evento 3° evento 4° evento
Polimeros L. L. _ L.
térmico térmico térmico térmico
Tonset Tendset Tonset Tendset Tonset Tena’set Tonset Tendset
PEAD controle 428°C 508 °C
PEAD o o o o
biodegradado 432°C 506 °C 627 °C 704 °C
Polietileno
Ecolife 441 °C 507 °C
controle
Polietileno
Ecolife 280°C  330°C 405 °C 507 °C 593 °C 640 °C 648 °C 692 °C
biodegradado
PP
Biodegradavel 396°C 487 °C
controle
Polipropileno
Biodegradavel 351°C 402 °C 408 °C 489 °C
biodegradado
Poliestireno
expandido 385°C 448 °C
controle
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Poliestireno
expandido 275°C 319°C 337°C 375°C 385°C 450°C
biodegradado
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Figura 33. Curva de TG e DTG demonstra a temperatura maxima ao qual ocorre a degradagao
térmica do plastico PEAD controle e Biodegradado
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Figura 34. Curva de TG e DTG demonstra a temperatura maxima ao qual ocorre a degradagdo
térmica do plastico PEBD controle e Biodegradado
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Figura 35. Curva de TG e DTG demonstra a temperatura maxima ao qual ocorre a degradagio
térmica do plastico PP controle e Biodegradado
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Figura 36. Curva de TG ¢ DTG demonstra a temperatura maxima ao qual ocorre a degradagdo
térmica do plastico PS expandido controle e Biodegradado
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13.2 Analise Do Polihidroxialcanoato
13.2.1 Microscopia De Fluorescéncia Utilizando Nile Red Para Visualizagdo De Granulos
De PHA

Foram realizadas micrografias de Pseudomonas putida corada com Nile Red
apods o periodo de 96h de cultivo com glicose (Figura 29), como controle positivo da
presenca de granulos de PHA no interior celular. Trata-se de uma espécie conhecida por
acumular PHA na fase de crescimento (Vidal-Mas et al/, 2001). A marcagao expds a
morfologia das inclusdes, podendo corresponder a quase totalidade da célula ou pequenas
esferas distribuidas pelo citoplasma. A coloragdo também variou, mostrando-se vermelho
em objetiva de 20x e amarelo em objetiva de 10x.

As micrografias de Comamonas brasiliensis sp PE 63 coradas com Nile Red,
evidenciaram distribuicdo heterogénea e tamanhos multiformes dos granulos
intracelulares, sinalizando variacdo metabolica entre as bactérias. Houve também
variagdo na intensidade de fluorescéncia, sugerindo diferentes estagios do
armazenamento do PHA. Essa técnica oferece rapidez e sensibilidade para a detecgdo de
granulos in situ em micro-organismo, permitindo o rastreio de producao de PHA e
demonstrando a habilidade dessa linhagem para a producao de biopléstico.

Essa técnica, apesar de permitir a marcacdo de PHA com propriedades fisicas
diferentes, ndo distingue homopolimeros ou copolimeros, assim como também nao
distingue entre cadeias curtas, médias ou longas (Tan, G et al, 2014; Spiekermann et al,

1999).

Figura 37. Pseudomonas putida corado com Nile Red - controle de PHA
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Figura 38. Micrografia com Nile Red de PEBD comercial com Comamonas sp PE 63 apo6s 96h de

cultivo




Figura 39. Micrografia com Nile Red de PEAD com Comamonas sp PE 63 apos 96h de cultivo




Figura 40. Micrografia com Nile Red de PEBD Ecolife com Comamonas sp PE 63 apos 96h de

cultivo




Figura 41. Micrografia com Nile Red de PP com Comamonas sp PE 63 apos 96h de cultivo




Figura 42. Micrografia com Nile Red de PS expandido com Comamonas sp PE 63 ap6s 96h
de cultivo
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Figura 43. Micrografia com Nile Red de Oleo mineral com Comamonas sp PE 63 apés 96h de cultivo

175



13.2.2 Espectroscopia No Infravermelho Por Transformada De Fourier Com Reflectancia
Total Atenuada (FT-IR ATR)

O FTIR foi utilizado para identificar grupos funcionais presentes no PHA
produzido pela Comamonas brasiliensis brasiliensis, confirmando a producdo do
biopolimero utilizando diferentes fontes de carbono, comparando-os ao PHA produzido
pelas bactérias controle e pelo PHA de padrao laboratorial (que ¢ produzido a partir de
glicose ou acido graxo). Foi observado no espectro de comparagao entre o PHA produzido
pelas bactérias controle e PHA padrdo, bandas e intensidade semelhantes, sugerindo que
o protocolo de extragdo realizado ¢ eficaz para a extragdo e purificagdo do biopolimero.
Ao comparar os espectros do PHA produzido pela Comamonas brasiliensis brasiliensis
a partir de glicose e dos plasticos PEBD, PE, PP e PS expandido, houve moderada
influéncia da fonte de carbono na composi¢ao do PHA, entretanto, a técnica nao identifica
os mondmeros que compde o PHA e nem a sua propor¢do na cadeia.

Notou-se bandas bem caracteristicas de PHA nos espectros, o qual foi observada
a presenca de éster carbonil (C=0) na regido 1737 cm /1644 cm™'. Também foi
verificada a presenga das bandas 1041 cm™ ¢ 1039 cm™ (C—-O estiramento), presente nos
espectros com variacao de intensidade, enquanto no PHA padrao a intensidade ¢ fraca e
a banda ¢ relativamente larga (Koller & Rodriguez-Contreras, 2015). Essa varia¢ao pode
significar diferenga na pureza ou homogeneidade do biopolimero. O espectro também
demonstra a presenca de uma banda corriqueiramente encontrada em PHA produzido a
partir de 4cido graxo, uma liga¢do dupla em 1644 cm™ (C=C) (Koller & Rodriguez-
Contreras, 2015).

A correspondéncia dos espectros sugere que a Comamonas brasiliensis
brasiliensis produz PHA, corroborada pela sua presenca através da marcagao por Nile
Red. Nota-se diferencas moderadas entre os biopolimeros produzidos a partir do consumo
de plastico, enquanto o PHA produzido a partir do consumo de glicose ¢ um pouco mais

similar ao produzido pelas bactérias controle.
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Figura 45. Comparagdo entre os espectros de infravermelhor do PHA padrao, PHA

produzido a partir do consumo de glicose pelas bactérias controle P. putida e R. eutropha, e PHA
produzido a partir do consumo de glicose pela Comamonas
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Figura 44. Espectros de infravermelho do PHA produzido a partir do consumo de plasticos

pela Comamonas
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Tabela 11. Picos marcados de azul foram encontrados no PHA dos controles e os picos coloridos
em verde, sdo formagdes diferentes proveniente do PHA produzido pela Comamonas brasiliensis a partir
do consumo de plasticos.

Polimero Picos (cm™)
Ralstonia
eutropha
Pseudomonas 1737
putida 3467 2924 C=0 1456 1041
Glicose C=0 CH;ouCH; 2343 . CH; Cc-0O
Comamonas estiramento estiramento dobramento Estiramento
brasiliensis
Controle PHA
3467 2924 1644 1418 1039 756 570
Plasticos C=0 CH;ouCH; C=C CH; C-0 C—H C—H
estiramento dobramento estiramento

13.2.3 Calorimetria Diferencial De Varredura (DSC)

O DSC permite a identificagdo de materiais, caracterizacdo de temperaturas em
eventos térmicos e caracterizagdo de cristalizacdo, apresentando uma curva padrao de
acordo com seu grau de cristalizacdo. Materiais amorfos formam curva diferente de
materiais semicristalinos, nao apresentando temperaturas de ponto de fusdo ou
cristalizagdo, apenas fornecendo o dado de temperatura vitrea (Tg). A Tg pode ser afetada
por qualquer evento que altere a capacidade térmica como a taxa de calor emitida pelo
equipamento, a presen¢a de cadeias laterais e mondmeros distintos na composi¢cdo do
biopolimero. O PHA produzido a partir dos plasticos, visto na Figura 44, demonstrou Tg
préxima a do PHA controle, exibindo padrdo de polimero amorfo com curva modesta. A
DSC expressa a caracteristica fisico-quimica dos polimeros com transicdo gradual da
baseline, ndo apresentando absor¢ao ou liberacao de calor, definindo apenas a mobilidade
molecular do material. A linha azul representa a curva de Tg, sinalizando a mudanca do
estado vitreo para o flexivel. No PHA controle observa-se também um pequeno pico em
72°C, antes do Tg, o qual pode indicar uma relaxagdo da tensdao entre as ligagdes ou

liberagcdao de umidade.
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Figura 46. Curvas de calorimetria com temperatura de transigéo vitrea do PHA produzido a partir
do consumo de plésticos pelas Comamonas
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14. Conclusao

A aderéncia, formagao de biofilme bacteriano com atividade metabdlica ativa e
sinais microscopicos de degradagdo foram evidenciados por meio da Microscopia de
varredura e ensaio de viabilidade celular (LiveandDead). Complementarmente, o ensaio
de DCPIP reforgou a capacidade de metaboliza¢do do plastico pela bactéria, indicando
estado de oxirredugdo, presentes durante a cadeia transportadora de elétrons.

A analise de FTIR, confirmou a hipétese de utilizagao do plastico, apresentando
alteracdes fisico-quimicas significativas nos plasticos biodegradados, como o surgimento
de grupos funcionais carbonila (C=0), aldeidos e ésteres (C-O); também houve alteragdo
do TG/DTG, indicando que a massa do plastico biodegradado diferencia-se da massa do
plastico controle; ja no RMN'¢ a supressdo de picos representativos de atomos de
carbono presentes nas moléculas do plastico, sinalizam provavel perda ou uma possivel
assimilagdo de carbono apds a quebra de cadeias poliméricas do plastico
pela Comamonas brasiliensis brasiliensis. Para a confirmagao da assimilacdo do carbono,
seria necessario a analise de material marcado por meio de isétopos, dessa forma o ciclo
do consumo do residuo plastico seria melhor estabelecido, sendo entdo uma limitagao
encontrada nesse trabalho.

A producdo de PHAs foi analisada por meio da técnica de colora¢do com Nile
Red, confirmando a presen¢a de granulos de poliéster no meio intracelular bacteriano. A
caracterizagdo fisico-quimica dos PHAs, feitas com FTIR e DSC demonstraram que o
biopolimero produzido pela Comamonas brasiliensis brasiliensis apresenta propriedades
semelhantes as dos PHAs produzidos pelas bactérias controle e ao PHA de referéncia,
indicando potencial para aplicagdes comerciais.

Em um cendrio global que tem como necessidade solugdes para a crise de
residuos plésticos na natureza, este trabalho contribui para o desenvolvimento sustentavel
demonstrando o papel promissor de bactérias como a Comamonas brasiliensis
brasiliensis, atuarem como para o desenvolvimento de processo biotecnologico
integrado, convergindo a agdo remediadora da biodegradacao com a transformacao de
residuos plasticos em bioplasticos. Esse trabalho se alinha com a atual estratégia cientifica
e comercial de incorporar principios da economia circular, promovendo o crescimento
econdmico sustentavel, a recuperagdo de ecossistemas e a valorizagdo de residuos

descartaveis. Além disso, os resultados obtidos contribuem para o avango no campo da
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microbiologia ambiental, destacando o potencial de microrganismos na mitigacdo de

impactos ambientais causados pela poluicao.

15. Perspectivas

As evidéncias apresentadas nesse trabalho, abrem um campo para estudos que
visem otimizar e escalar o processo biotecnologico de biorremediacdo e producdo de
produto com alto valor agregado. Analise de aceleracao de degradacao abidtica a baixo
custo, reduz o tempo total do processo e acelera a producdo do bioplastico, assim como
modificacdes genéticas para aumento de producdo de enzimas, podem acelerar o processo
de assimilacdo do nutriente pelo microrganismo.

Uma caracterizagao mais aprofundada permite compreender se as propriedades
do bioplastico atendem as demandas industriais, e se o processo de degradacao ¢ passivel

de transposi¢do da bancada para escalabilidade industrial.
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Draft Genome Sequence of Stenotrophomonas maltophilia
Strain PE591, a Polyethylene-Degrading Bacterium Isolated

from Savanna Soil
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ABSTRACT We report the genome sequence of a polyethylene-degrading bacterial strain
identified as Stenotrophomonas maltophilia strain PES91, which was isolated from plastic
debris found in savanna soil. The genome was assembled in 16 scaffolds with a length
of 4,751,236 bp, a GC content of 66.5%, and 4,432 predicted genes.

tenotrophameanas maltophilia strain PES91 was isolated from plastic debris found in

the soil of the Brazilian Cerado biome (1). The strain showed bath metabolic activity
and cellular wviability after incubation with unpretreated polyethylene (PE) (molecular
weight, 191,000) films as the sole carbon source for periods of up to %0 days (1). Moreover,
5. maitophilia PES31 was capable of inducing significant physicochemical changes in PE after
a 90-day incubation, revealing its great potential for plastic biodegradation processes (1).
The Stenotrophomenas genus currently comprises 20 species, and its first species, 5. malto-
philia, was described in 1993 (2-4). 5. maifophilio i a Gram-negative, obligate aerobic, rod-
shaped, and motile bacterium that is considered to be an important human pathogen (5).
Stenotropharmonas species are ubiquitous microorganisms that colonize multiple natural {e.g,
soils and planits) and clinical environments (6, 7). In addition, Stenotropfamandas spp. may have
resistance to different metals and antibiotics; therefore, they qualify as promising microorgan-
i=ms for bioremediation applications (8).

5 maltophilia strain PES31 was grown in 5 ml of nutrient broth medium (Difco, Holland)
and incubated for 24 h at 28°C with agitation (150 » g). Subsequently, cells were harvested by
centrifugation at 5,500 « g for Smin at 4°C Bacterial DNA was purified using the GenElte
bacterial genoric DMA kit {Sigma-Aldrich, USA). A sequencing library was created using the
MiSeq reagent kit (llumina, San Diego, CA) according to the manufacturer’s instructions,
the MiSeq system user guide, revision L (part number 15027817; lllumina), was used in the
sequendng protocol, and genome sequencing was performed with the lllumina MiSeq system
(2 = 300+bp paired-end reads) (Macrogen, Seoul, South Korea). The resultant reads were sub-
jected to quality analysis using FastQC software v. 0.11.3 (8} Sequence reads were de novo
assembled following the AS-miseq pipeline, which indudes Trimmomatic v. 035 to trim low-
quality sequences (Phred scores of = 20) and IDBA-UD v. 1.1.1 to assemble contigs (9-11). The
package Stats from BBmap v. 38.76 was used to generate assembly statistics (12). The genome
was annotated with Prokka v. 1.146 using the UniProt database (13). The completeness and
contamination of genomic data were estimated by CheckM w. 1.0.13 (14). Coverage was
assessed with SAMtools v. 1.9, Bowtie2 v. 2.3.4.1, and the package Pileup from BBrmap v. 3876
(12, 15, 16). Default parameters were used for all software unless otherwise noted. Finally, the
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Eco-friendly Development of New
Biodegradable and Renewable Polymers
Based on Di(meth)Acrylated and
Acrylamidated Monomers Derived from

Limonene Dioxide
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Abstract

In this worly, new biohased polymeric materials were synthesized using interesting
limonene-based multifunctional monomers as building blocks: the tetrafunctional 2,8-
dibydroxy-1,9-diacrylate and 2,8-dihydroxy-1,9-dimethacrylate, and the trifunctional 2-
hydroxy-1-acrylamide. These monomers were prepared by the addition reaction between
the diepoxidized limonene and (meth)acrylic acid or N-hydroxyethyl acrylamide. The
complete conversion of unsaturations of limonene into epoxides, as well as the formation
of monomers, were confirmed by Nuclear Magnetic Resonance analysis of proton and
carbon (*H and 1*C NMR), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Mass
Spectrometry (ESI-MS). The monomeric products were polymerized via miniemulsion
polymerization with different initiators and co-stabilizers, resulting in new
poly(methjacrylates and polyaride polymers, which is a hydrogel. The polymers showed a
high degree of crosslinking, porosity and good thermal properties characterized by
Scanning Electron Microscopy (SEM), FTIR, Differential Scanning Calorimetry (DSC) and
Thermogravimetric Analysis (TGA). In addition, the polymeric materials were tested to
evaluate the formation of biofilm by the action of Comomanoas sp, whose results indicated

that the synthesized new biohased polymers are susceptible to biodegradation.
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Abstract

A novel strain identified as Comamonas sp. was isolated from the soil of the Brazilian
savanna-like Cerrado biome, a global hotspot for biodiversity. Phylogenetic analysis based
on 16 8 rBNA gene sequences showed that this strain is classified as Betaproteobacteria
from the family Comamonadaceae. The digital DNA-DNA hybridization (ADDH) and
Average Nucleotide Identity (ANL) results, of respectively 48.6% and < 93%, indicated that
Comamonas sp. consists in a new species with Comamonas testosteroni as its closest strain.
Comamonas sp. is a Gram-negative, rod-shaped, and non-spore-forming bacterium. Its
colonies typically exhibit a round, convex, and irregular shape with a clear color and
spotted edges. It is characterized as non-fermenting, aerobic, and motile, presenting both
oxidase and catalase activities. The optimal growth parameters for this bacterial strain are
30 °C, a pH range of 5—8, and 0% NaCl. In addition, its fatty acid profile included palrmitic
acid (Cyg. ) at 26.04%, 13-Methyltetradecanoic Acid (iso-C,s.) at 10.94%, myristic acid
(Cyg:0) at B.94%, and a sumimed feature comprising 16:1 w7¢, 16:1 wbc, or 16:1 at 15.8%.
Genomnic analysis of Comamonas sp. revealed a GC content of 62.1% across its 5.6 Mb
genome. Phylogenomic and pangenome analyses, along with in silico phenotypic
characterization indicate that this strain represents a novel species within the Comamonas

genus, which we propose to name Comamonas brasiliensis nov.
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