
UNIVERSIDADE DE SOROCABA 

PRÓ-REITORIA DE PÓS-GRADUAÇÃO, PESQUISA, 

EXTENSÃO E INOVAÇÃO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM PROCESSOS TECNOLÓGICOS E 

AMBIENTAIS 

 

 

 

 

Márcia Féldreman Nunes Gonzaga  

 

 

 

 

 

 

SELEÇÃO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE 

POLIHIDROXIALCANOATO (PHA) E ESTUDOS PARA SUA PRODUÇÃO E 

APLICAÇÃO  

 

 

 

 

 

 

 

 

Sorocaba/SP 

2023 

 



 

 

Márcia Féldreman Nunes Gonzaga  

 

 

 

 

 

 

SELEÇÃO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE 

POLIHIDROXIALCANOATO (PHA) E ESTUDOS PARA SUA PRODUÇÃO E 

APLICAÇÃO  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada à Banca Examinadora do 

Programa de Pós-Graduação em Processos 

Tecnológicos e Ambientais (PPGPTA) da 

Universidade de Sorocaba, como exigência 

parcial para obtenção do título de Doutora em 
Processos Tecnológicos e Ambientais. 

Orientador: Prof. Dr. Fabio Marcio Squina. 

 

 

 

 

 

 

Sorocaba/SP 

2023 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Márcia Féldreman Nunes Gonzaga  

 

 

SELEÇÃO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE 

POLIHIDROXIALCANOATO (PHA) E ESTUDOS PARA SUA PRODUÇÃO E 

APLICAÇÃO  

 

Tese aprovada como requisito parcial para 

obtenção do grau de Doutor no Programa de 

Pós-Graduação em Processos Tecnológicos e 

Ambientais (PPGPTA) da Universidade de 

Sorocaba. 

 

Aprovada em: 24/02/2023 

 



 

 

Dedicatória 

 

 Dedico este trabalho a minha família que acreditaram em mim em todos os momentos 

desta caminhada. 

  

 Minha mãe: Durvalina Nunes Gonzaga; meu filho: Wesley Luis Féldreman da Mata; 

meus irmãos: Maikon Nunes, Célia Nunes Gonzaga e Glaucia Joelma Fernandes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Epígrafe 

   

 

        O ser humano é infinito no saber... 

 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço primeiramente a Deus, por conceder-me sua graça e força, onde tornou 

possível concretizar o término desta tese de doutorado. 

 Imensa gratidão ao Orientador Prof. Dr. Fabio Marcio Squina, pelos ensinamentos no 

decorrer desta caminhada, seus direcionamentos contribuiriam significativamente para o meu 

desempenho como pesquisadora. Sem suas orientações eu não teria chegado até aqui!   

 Meu obrigado à Universidade de Sorocaba; Reitor de Campus; Pró-Reitoria da Pós-

Graduação; Ao Administrador e Gestor do setor de Recursos Humanos e Desenvolvimento de 

Pessoas, pelo recurso aprovado em bolsa de estudo, apoiando minha capacitação docente e 

permitindo-me concretizar este sonho.   

 Ao acolhimento e ensinamentos do Coordenador do Programa de Pós-Graduação 

Stricto-Sensu em Processos Tecnológicos e Ambientais: Prof. Dr. Daniel Bertoli Gonçalves, 

pelas aulas ministradas e participação na banca como avaliador desta tese.  

 Aos professores que participaram da minha banca de qualificação e defesa: Prof. Dr. 

Luis Henrique Romano, Profa. Dra. Ana Paula Gomes Soares Pereira, Prof. Dr. Daniel Delgado 

Queissada, Profa. Dra. Valquiria Miwa Hanai Yoshida, foi uma honra o aceite, participação e 

apontamentos de cada um de vocês para o aperfeiçoamento desta pesquisa. 

 Ao apoio da FAPESP, Processos: 07/53883-6; 15/50590-4; 20/05784-3; 20/11019-8; 

21/08564-7; 20/15483-0 e pelos equipamentos de multiusuário e apoio dos bolsistas de 

iniciação científica: Bruno Botega Foltran, Murilo Antônio Ramos, Isabela Anne Furlanes 

Rodrigues.  

 Ao meu grande amigo companheiro de trabalho de longo tempo na área acadêmica e 

companheiro de estudo durante os ensaios laboratoriais deste doutoramento, o Prof. Dr. Rodrigo 

Boscariol, sua ajuda foi fundamental! 

 Á empresa de fabricação de embalagens de material plástico: “J&E PLASTICOS”. 

ND Plásticos Indústria e Comércio de plástico Ltda, que fica situada em São Carlos-SP, por ter 

acreditado no meu projeto e parceria, desenvolvendo um molde/ embalagem da amostra de 

resina PHB exportada.  

Ao corpo docente do Colegiado de Enfermagem da UNISO em especial ao Coordenador 

do Curso, Prof. Irineu César Panzeri Contini e amigos companheiros de trabalho de longa data 

na área acadêmica Profª Sheilla Sieldler Tavares e Prof. Clayton Almeida Gonçalves. 



 

 

  Aos amigos acadêmicos da Bahia, que me acompanharam nesta trajetória, em 

momentos distantes e momentos presentes: Hozana Dias Ferreira, Hortência Ferreira, Jaldemir 

Batista Bezerra e Maique Bezerra Batista. 

 Aos amigos: Prof. Kayo Augusto Pacher, que me convidou por algumas vezes em 

participar das suas aulas práticas de microbiologia. E ao Prof. Luis Carlos Pompeu amigo que 

me acompanhou na trajetória desta caminhada! 

 E um agradecimento especial ao médico espanhol, o Dr. Antonio Miguel Carrión 

Sanches, pela sua participação como ouvinte na minha defesa, mesmo estando em outro 

continente. Você foi minha inspiração para os esforços e alcançar esta titulação. 

             Estas duas páginas, são curtas para o meu todo, expressar em agradecimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

RESUMO 

 

No início do século 20, ocorreu uma explosão no desenvolvimento tecnológico e 

industrial, que afetou também o uso de plástico na sociedade. O uso em larga escala, aliado à 

baixa degradação do plástico, induziram a consequências danosas ao meio ambiente, gerando 

problemas ecológicos como o acúmulo do material em aterros sanitários e a poluição de 

oceanos. Além do caráter ambiental, a produção de plástico convencional, desenvolvido a partir 

de recursos de petróleo, também se faz como um crescente problema no mundo. O presente 

trabalho teve por objetivo, triar cepas microbianas com capacidade de produção de PHA a partir 

de amostras do solo; avaliar o uso de lignina como fonte de carbono para os microrganismos 

visando a produção de biopolímeros em larga escala. Avaliar as características físico-químicas 

do biopolímeros produzidos. A produção biopolímeros sustentáveis em larga escala é esperada 

no Brasil, sendo vantajoso, à medida que favorece o crescimento e o desenvolvimento 

econômico e industrial do país. Para os ensaios, foram planejados experimentos observando o 

comportamento de diferentes cepas isoladas, identificando as classes e gêneros destes 

microrganismos, através do sequenciamento da região rDNA 16S e da região ITS, 

posteriormente, foi utilizado a epifluorescência por uso de corantes dos microrganismos com 

concentrações distintas de fonte de carbono, utilizando os corantes de Nile Blue A e Sudan Black 

B. Os métodos espectrofotométricos foram utilizados na determinação qualitativa dos 

poliésteres das células bacterianas, o ensaio ácido crotônico convertido atingiu o pico 

confirmatório de hidrolização, o que confirma que as condições cultivadas em e acréscimo de 

substratos de carbono fornecidos foram adequadas. Os picos referentes do espectro de FTIR O 

espectro de FTIR representa o trecho característico de monômeros, os resultados confirmaram 

a produção de PHA biogênicos extraídos na presente pesquisa, sendo comparável com o 

espectro de FTIR para os polímeros de PHA. Outros fatores podem ser considerados à busca 

pelo aumento nesta produção como, por exemplo, induzir estresse ao microrganismo produtor, 

explorar largamente a aplicação da lignina como recurso flexível sustentável como fonte de 

carbono. Outra sugestão, é a utilização novos processos de extração do biopolímero por 

solventes não tóxicos, favorecendo a sustentabilidade e viabilidade econômica para a indústria. 

Palavras-chave: biopolímeros; lignina; substratos de cultivo; resinas de PHB. 



 

 

ABSTRACT 

 At the beginning of the 20th century, there was an explosion in technological and 

industrial development, which also affected the use of plastic in society. The large-scale use, 

combined with the low degradation of plastic, induced harmful consequences to the 

environment, generating ecological problems such as the accumulation of material in landfills 

and ocean pollution. In addition to the environmental character, the production of conventional 

plastic, developed from petroleum resources, is also a growing problem in the world. This study 

aimed to screen microbial strains with capable of PHA production from soil samples; Evaluate 

the use of lignin as a carbon source for microorganisms aiming at the production of biopolymers 

on a large scale. To evaluate the physicochemical characteristics of the produced biopolymers. 

The production of sustainable biopolymers on a large scale is expected in Brazil, being 

advantageous, as it favors the country's economic and industrial growth and development. For 

the tests, experiments were planned observing the behavior of different strains isolated, 

identifying the classes and genera of these microorganisms, through the sequencing of the 16S 

rDNA region and the ITS region, subsequently, epifluorescence was used by using dyes of 

microorganisms with different concentrations of carbon source, using the dyes of Nile Blue A 

and Sudan Black B. Spectrophotometric methods were used in the qualitative determination of 

the polyesters of bacterial cells, the converted crotonic acid assay reached the confirmatory 

peak of hydrolization, which confirms that the conditions cultivated in and addition of carbon 

substrates provided were adequate. The referring peaks of the FTIR spectrum The FTIR 

spectrum represents the characteristic stretch of monomers, the results confirmed the 

production of biogenic PHA extracted in the present research, being comparable with the FTIR 

spectrum for the PHA polymers. Other factors can be considered to the search for increase in 

this production, for example, induce stress to the producer microorganism, explore widely the 

application of lignin as a sustainable flexible resource as a source of carbon. Another suggestion 

is the use of new biopolymer extraction processes by non-toxic solvents, favoring sustainability 

and economic viability for the industry. 

Keywords: biopolymers; lignin; culture substrates; PHB resins. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os plásticos convencionais são polímeros produzidos com materiais sintéticos, tendo o 

petróleo como base. O papel de destaque destes polímeros é notado em seu largo uso ao redor 

do mundo, possuindo distintos fins. Apesar de sua extensa propagação, se observa que estes 

plásticos são recalcitrantes, sendo muito resistentes à degradação química ou física; 

característica que provoca preocupação quanto às questões ambientais e sociais, dado que não 

são biodegradáveis e causam acúmulo crescente no meio ambiente (NOVELLI; RENE, 

SAYAVEDRA, 2021; VERLINDEN et al., 2007,). 

No início do século 20, ocorreu uma explosão no desenvolvimento tecnológico e 

industrial, que afetou também o uso de plástico, inserido na vida cotidiana, na sociedade. O uso 

em larga escala, aliado à baixa degradação do plástico, induziram a consequências danosas ao 

meio ambiente, gerando problemas ecológicos como o acúmulo do material em aterros 

sanitários e a poluição de oceanos. Além do caráter ambiental, a produção de plástico 

convencional, desenvolvido a partir de recursos de petróleo, também se faz como um crescente 

problema no mundo (FRIDOVICK-KEIL, 2020; MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019). 

Entre alternativas ao plástico de compostos petrolíferos, pode se citar o bioplástico, 

definido como material plástico moldável feito de compostos de origem biológica ou derivados 

por microrganismos encontrados na natureza, tais como: as bactérias, fungos, algas e até mesmo 

plantas modificadas. O bioplástico é obtido através de recursos renováveis e, em alguns casos, 

é biodegradável (AMORIM, 2019; FRIDOVICK-KEIL, 2020).  

Estudos para a substituição dos polímeros plásticos tradicionais, têm incentivado, 

pesquisas sobre desenvolvimento de biopolímeros de polihidroxialcanoato (PHA), sintetizados 

por bactérias de gêneros diferentes, encontradas no solo, em iodo ativado e até em ambiente de 

alto mar dentre outros ambientes (CHEN, 2010).  

O termo PHA é utilizado para se referir à família de poliésteres de origem microbiana, 

produzidos biotecnologicamente a partir de fontes renováveis. Os PHA são acumulados por 

microrganismos como materiais de reserva de carbono e de energia, com potencial de utilização 

no desenvolvimento de polímeros de origem biológica que podem ser usados para produzir os 

bioplásticos. Este tipo de bioplástico vem sendo pesquisado há mais de 70 anos, apontado como 

um material semelhante, em composição, aos plásticos derivados de petróleo, sendo, entretanto, 

sustentável, biocompatível, não-tóxico e biodegradável, dessa forma, considerado promissor 

(CHEN; WANG, 2017).  
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A taxonomia estabelece as relações entre estes grupos de microrganismos e subsidia 

referências de linguagem universal em estudos biológicos. Se trata de um termo derivado do 

grego com objetivo principal de classificar e diferenciar os organismos vivos. Existem em 

média mais de 100 milhoes de organismos vivos (TORTORA et al 2012), e mais de 300 tipos 

de microrganismos possuem a capacidade de sintetizar biopolímeros de PHA, porém poucas 

cepas são efetivamente empregadas na sua produção (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). 

Estudos sobre a biodiversidade de solo, subsidiam que os diversos organismos 

habitantes fazem parte da fração viva do solo, e há uma parte essencial destes microrganismos, 

tanto no processo de ciclagem de nutrientes como em degradação de compostos (BRADY et 

al., 2013; MIRANSARI, 2013). Os microrganismos são ubíquos e podem ser isolados no solo, 

na água e até mesmo em ambientes extremos como águas termais (HORNINK, 2015). 

Historicamente, no século XIV, Louis Pasteur realizou diferentes tipos de fermentações 

em microrganismos do solo, onde teve como resultado a transformação do etanol em ácido 

acético. Esses experimentos foram considerados importantes, intitulando seu Instituto como o 

pioneiro da microbiologia do solo (AZEVEDO et al., 2018). 

A seleção de amostras de solos, acontecem por técnicas de fermentação, onde cultiva-

se, e faz o isolamento das colônias, subsequentemente analisa-se os ácidos nucleicos (DNA ou 

RNA) (AZEVEDO et al, 2018). O processo de fermentação, é considerado promissor para 

obtenção de biopolímeros da família de polihidroxialcanoatos (PHA). Fato que justifica a 

aplicação das condições de cultivos para favorecer essa produção (CHANPRATEEP, 2010). 

Neste campo, se busca a identificação de microrganismos que tenham alto potencial em 

aplicação biotecnológica, ou seja, selecionar novas cepas, afim de conhecer as características 

microbianas e potencializar suas aplicações (HORNINK, 2015). 

Agregou-se nesta pesquisa, cultivos microbiológicos com adição de lignina, como meio 

de fonte de energia, ou seja, carbono natural, sendo este recurso considerável flexível e 

sustentável, minimizando o emprego de reagentes na produção de bioplástico (SANTOS; 

VETORIN, 2021). 

Com apoio de recursos da FAPESP, realizou-se desfechos operacionais, com amostras 

de resinas de (PHB) provindas por importação de uma indústria que desenvolve bioplástico na 

China. 

1.1 Definição do problema 

As questões ligadas ao descarte do plástico levaram à proposição de alternativas para 

reduzir os danos causados, como: (a) a redução do volume produzido, (b) o reaproveitamento 
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e (c) a reciclagem deste material proveniente de fonte de matéria-prima não renováveis, 

buscando reduzir os impactos ambientais causados pelo problema agravado pela resistência do 

tempo de degradação e a decomposição dos plásticos (BRITO et al., 2011). Também pode ser 

citado o processo de incineração de plásticos, que provoca a liberação de CO2 na atmosfera 

rapidamente, e como consequência, contribui para a ocorrência do fenômeno conhecido por 

efeito estufa (NOVELLI; RENE; SAYAVEDRA, 2021). 

Com a percepção da importância da correta da gestão desse material, nos últimos anos, 

houve considerável crescimento nas pesquisas sobre produção de plásticos a partir de fontes 

não renováveis, reforçando a evidente necessidade em se mudar a matéria-prima de sua 

fabricação e consequentemente o tempo de decomposição, em vias da redução dos problemas 

ambientais gerados (OLIVEIRA-FILHO et al., 2018). 

Essa problemática também relacionada, com o fato do plástico convencional, ser 

produzido a partir de matéria-prima do petróleo, sendo este recurso, previsto como finito, além 

da preocupação em encontrar novas reservas de petróleo (AMORIM, 2019; SPINOLA, 2018), 

incluindo implicações dos custos da extração do petróleo, cujo processo é complexo 

(AMORIM, 2019).  

O valor do preço do barril de petróleo, apresenta dados históricos de aumento gradual a 

cada década com possibilidade de ser este um recurso finito (AMORIM, 2019; SPINOLA, 

2018), Campbell e Laherrére, (1988), contextualiza em seu artigo publicado a história da 

produção do petróleo “The End of Cheap Oil" (O Fim do Petróleo Barato), apontando o declínio 

gradual da produção do petróleo, com estimativas de finais de reservas em 2050. 

Os bioplásticos produzidos por Polihidroxialcanoatos (PHA) são possíveis candidatos a 

substitutos ideais de plásticos produzidos a partir de recursos não renováveis, dada a sua 

facilidade de descartabilidade (VIEGAS, 2005), sendo este fator, um destaque comparativo ao 

plástico produzido com derivados de petróleo, que podendo levar centenas de anos para a 

decomposição (FONSECA, 2014). 

Este tipo de biopolímero, em processo de decomposição, se misturam a outros materiais 

constituintes do lixo, podendo se misturar as matérias orgânicas não causando resistência para 

sua degradação em aterros sanitários, dessa forma não afetando sua capacidade de 

armazenamento a longo praz, podendo até ser aproveitados como fertilizantes (FONSECA, 

2014; VIEGAS, 2005).  

Porém, os recursos necessários para esta aplicação ainda são limitantes, devido ao alto 

custo para execução do procedimento, (exemplo o custo de energia, tratamento de água, 
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solventes químicos utilizados), bem como a competição de mercado com os outros polímeros 

de fontes não renováveis (DELGADO et al., 2015; FONSECA, 2014). 

Com isso, a pesquisa desenvolvida e descrita ao longo desta tese buscou viabilizar 

experimentos com cepas potencialmente produtoras de PHA encontradas no solo, fornecendo 

subsídios para continuidade de trabalhos que visem aplicações para mercado de comprometidos 

com o meio ambiente e a sociedade. 

1.2 Objetivo Geral 

Triar cepas microbianas com capacidade de produção de PHA a partir de amostras do 

solo. 

1.2.1 Objetivos específicos 

 Avaliar o uso de lignina como fonte de carbono para os microrganismos visando a 

produção de biopolímeros em larga escala;   

 Avaliar as características físico-químicas do biopolímeros produzidos; 

1.3 Justificativa 

O atual trabalho se justifica pela importância do plástico à humanidade, atualmente, cuja 

elevada produção se relaciona a severas questões ambientais. Quanto a isto, observa-se recentes 

inovações no campo de desenvolvimento tecnológico as quais permitiram novas possibilidades 

da criação do bioplástico. Esta tese representa a procura e postulação por opções diante da 

estagnação do ritmo de inovações em polímeros sintéticos. Considera-se, principalmente, as 

vantagens da adoção de biopolímeros produzidos por microrganismos produtores de PHA.  

A produção biopolímeros sustentáveis em larga escala é esperada no Brasil, sendo 

vantajoso, à medida que favorece o crescimento e o desenvolvimento econômico e industrial 

do país. Além disto, o Brasil, devido à sua biodiversidade de reservas naturais, apresenta grande 

possibilidade para o uso de tecnologias que atendam às exigências de sustentabilidade, sem 

altas demandas de reconversões de infraestrutura (; KRUGLIANSKAS; PINSKY, 2017).  

A respeito da temática em questão, a literatura aponta para um alto investimento em 

pesquisas sobre a avaliação de cepas de microrganismos produtoras de PHA no país (LÍCIO, 

2011). Subsequentemente para viabilizar a produção destes biopolímeros é necessário encontrar 

estratégias para o uso de substratos de baixo custo para os cultivos microbiantes, eficiente destas 

origens de bactérias (RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2018). 
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De Paula et al. (2017), em seu trabalho, citam que as cotações de PHB pela empresa 

americana Telles, com valores de US$ 2/kg e os custos para os cultivos, incluindo a compra de 

matéria-prima, alcançaram a média de 40% do preço total. Isto justificaria a necessidade de 

insumos de cultivo, tais como fontes de nutrientes, carbonos e outros de baixo custo para 

viabilizar os custos de produção de PHA. 

Em documento elaborado e traduzido para o Brasil sobre a plataforma da Agenda 2030, 

da Organização das Nações Unidas (ONU), elencam-se os objetivos de desenvolvimento 

sustentável (ODS), os quais abrangem questões sociais, ambientais, saúde, educação entre 

outros, enfatizando meio de reciclagem, prevenção, reuso de embalagens (AGÊNCIA BRASIL, 

2015). Fator que compreende a ação global para proteger o planeta, e relevância do tema quanto 

à necessidade no desenvolvimento de biopolímeros, e investimento em pesquisas científicas 

com apoio governamental e por meio de empresas privadas (GONZAGA; SQUINA, 2022). 

Sendo assim, nos pautamos na importância deste estudo, na proposição de meios para o 

desenvolvimento sustentável à produção de bioplástico, considerando o contexto nacional, bem 

como a conjuntura ambiental. 

1.4 Estrutura do Trabalho 

O presente trabalho foi dividido em cinco capítulos (Quadro 1), onde é apresentado o 

texto introdutório à proposta da pesquisa, trata da definição do problema, os objetivos, a 

justificativa e a estrutura do trabalho, exposta no atual tópico; o Capítulo 2 se volta à compilação 

do referencial teórico tomado para construção da tese, havendo contextualização sobre a 

produção global de plástico e bioplástico, com a exibição de revisão da literatura sobre os 

principais conceitos trabalhados; no Capítulo 3, foram abordados os materiais e procedimentos 

tomados no cerne da pesquisa, sendo feita, nesta seção, a exibição dos passos metodológicos 

adotados para atingir os objetivos propostos; o Capítulo 4 se baseia na exposição, análise e na 

discussão dos principais resultados encontrados; e, por fim, o Capítulo 5 relata as conclusões 

elaboradas através do processo de pesquisa, explicitando e propondo possiblidades futuras à 

investigação científica na área. 

O Quadro 1, exibe a estrutura da tese. 
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Quadro 1 - Estrutura da tese 

Capítulo 1 

Introdução 

 Definição do problema 

 Objetivos 

 Justificativa 

 Estrutura do trabalho 

Capítulo 2 

Revisão de Literatura 

 Contextualização sobre a produção global de plástico  

 Exibição de revisão da literatura acerca dos conceitos de 

polímeros 

 Apresentação dos biopolímeros trabalhados 

 Aplicação de lignina proposto como recurso considerável 

flexível e sustentável na produção de bioplástico produção 

de PHA 

Capítulo 3 

Material e Método 
 Exibição dos passos e procedimentos para a realização dos 

objetivos propostos pela pesquisa 

Capítulo 4 

Resultados e Discussão 

 Principais resultados encontrados pela pesquisa proposta 

 Análise e discussão dos achados 

Capítulo 5 

Considerações Finais 

 Conclusões do processo de pesquisa 

 Passos futuros à investigação científica na área 

 Observações finais 
Fonte: Elaboração própria. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

O atual capítulo se desenvolve através da elucidação acerca dos polímeros, sua crescente 

produção global e os problemas ambientais relacionados, além de exibir os principais conceitos 

e conclusões elaboradas dentro da literatura da área. Foram feitas a apresentação dos principais 

polímeros trabalhados, suas características, produção operacional, vantagens de desvantagens 

de uso; impactos de resíduos plásticos no meio ambiente, como também a exposição de outros 

métodos de recursos considerados flexível e sustentável, através de uma revisitação da 

literatura. 

2.1 Produção Biotecnológica e Bioeconômica de Bioplástico 

O principal problema em relação ao plástico advém da grande demanda de produção e 

da gestão dos resíduos, ou o descarte dos produtos (GONZAGA; SQUINA, 2022). 

Nos últimos 10 anos se notou um considerável incremento na produção de plásticos a 

partir de fontes não renováveis em todo o mundo. As pesquisas pontuaram para aumento do 

consumo em média de 230 para 320 milhões de toneladas de plástico sendo estas depositadas 

no meio ambiente (OLIVEIRA, 2010), que aproximadamente 50% deste volume é voltado à 

produtos que são descartados dentro de um ano após sua compra (SHARMA; SINGH, 2016). 

O que acarreta consequências ambientais como a contaminação do solo e a água 

subterrânea através de lixiviação, poluição nos rios como a criação de vetores, obstrução de 

rede de esgoto, causando alagamentos e enchentes, destruindo casas, impactando a saúde de 

pessoas, consequentemente, os microplásticos, são transportados para o oceano atingindo a 

fauna marítima entres outros desiquilíbrios dos ecossistemas (SINGH; SHARMA, 2016; 

OLIVEIRA, 2010). 

Inseridos no contexto do uso do plástico de forma desenfreada pela sociedade, além de 

causar sérios danos ambientais na diversidade biológica e alterações de nichos ecológicos, de 

difícil mensuração (BELO BITENCOURT et al., 2021; MATIAS et al., 2022). Abrangendo 

também impactos secundários de forma não intencional. Estes são citados como, a poluição 

visual, entupimento de boca de lobos, formação de esgotos, redução da drenagem de água 

ocasionando enchentes locais.  Outra consequência é o transporte dos resíduos plásticos para o 

oceano. Estes impactos acometem diretamente as cadeias alimentares de toda biosfera, 

incluindo dos seres humanos, ocasionando diversas enfermidades, inclusive cânceres (BELO 

BITENCOURT et al., 2021; MATIAS et al., 2022). 
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Os fatos apresentados evidenciam a necessidade emergente de tomada de decisão pelos 

órgãos competentes de produção e gestão de produtos e embalagens plásticas, visando o 

desenvolvimento sustentável, pois estes materiais são resistentes à degradação, intensificando 

danos no meio ambiente (MATIAS et al., 2022). 

O tempo de degradação do plástico é muito elevado, sendo em média entre 40 e 50 anos, 

período em que, pode ser estendido, dependendo do tipo de compostos utilizados como matéria-

prima na fabricação, por exemplo, a garrafa PET (polietileno tereftalato) que pode chegar até 

200 anos para se degradar na natureza (COUTINHO et al., 2004).  

Micán e colaboradores (2017), referenciam em seu artigo que a estimativa de 

decomposição total do plástico tradicional, pode levar até “500 anos”, o autor dá como exemplo 

o polipropileno, este tipo de polímero é composto pelo monômero de propileno. Comparativo 

muito significativo, quanto ao parâmetro de decomposição de um bioplástico orgânico, 

desenvolvido com padrões reconhecidos pelo ecossistema, onde se confirma, sua capacidade 

de decomposição num período médio de semanas, realizando um tratamento para 

decomposição muito menos agressivo, contraposto aos necessários para o tratamento dos 

polímeros convencionais. 

Um estudo feito em 2013, na Arábia Saudita apontou que a produção de plástico anual 

global era 300 milhões de toneladas, em média, havendo um aumento anual de cerca de 5%.  O 

fato agravante é dado que o processo de reciclagem é de alto custo, e não eficiente para total 

degradação. Destaca-se que, além dos pontos discutidos, este material não-biodegradável atinge 

diretamente o meio ambiente devido ao acúmulo de lixo (MADKOUR et al., 2013).  

O crescimento da demanda da produção de plástico, impulsionada pelo aumento da 

população, toca todas as áreas de mercado de produção ou serviços, no contexto da sociedade 

global. Assim, envolve saúde, produção de alimento, água, energia e outras matérias-primas 

para bens de consumo, necessários para manter o progresso e a qualidade de vida. Como uma 

solução viável para a promoção de desenvolvimento sustentável, apresentam-se os processos 

de biotecnologia (ERBAS; MEMIS, 2012). 

Ao considerar-se as questões intrusivas ao meio ambiente, observa-se a necessidade de 

se estudar a substituição dos plásticos sintéticos pelos plásticos biodegradáveis. Alguns desafios 

são apontados pelas indústrias quanto à produção de bioplástico, relacionados à viabilidade 

econômica; à competividade em relação ao plástico sintético, pontuada a relevância da redução 

dos custos para a produção (QUINES et al., 2015). 
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Entre as novas possibilidades trazidas pela biotecnologia, se destaca a biotecnologia 

ambiental, que abrange uma ampla gama de possibilidades de interesse para identificação de 

cepas microbianas frente aos metabólitos produzidos (HORNINK, 2015).  

No Brasil, o interesse da biotecnologia microbiana, iniciou em 1940 e foi entendida com 

a possibilidade da utilização do sistema celular no desenvolvimento de produtos de veículo 

econômico ou social. Na década de 70, as indústrias iniciaram a tecnologia de processos de 

fermentações com DNA (AZEVEDO et al., 2018). 

Os plásticos de PHA de origem microbiana, podem representar substitutos promissores, 

tendo propriedades semelhantes a plásticos sintéticos, como o polipropileno, mas com 

capacidades elevadas quanto à biodegradabilidade e biocompatibilidade, além de possuir 

propriedades mecânicas análogas como elasticidade, versatilidade e flexibilidade (KUMAR; 

SHAH, 2021).  

A decomposição dos polímeros biodegradáveis, depende da constituição do material e 

do ambiente envolvido, tendo como possibilidade de serem decompostos com a ação natural, 

sob ação de biodegradação em condições favoráveis de microrganismos no solo, o tempo médio 

de degradação pode ter variação entre alguns meses, ou algumas semanas podendo ultrapassar 

um ano. O processo dependerá do tipo de resina que foi adicionada na composição (BRITO et 

al., 2011; COUTINHO et al., 2004; DE PAULA et al, 2017). 

 Estes biopolímeros são estratégias aceita e estimulada, para o desenvolvimento 

sustentável por processos biotecnológicos, a partir de diferentes resíduos agroindustriais ou 

desenvolvidos a partir de resíduos domésticos, através de processos fermentativos produzidos, 

pelos próprios microrganismos, podendo ser convertidos em biomassa que pode conter alguns 

dos componentes de interesse como trigo, milho, cana-de-açúcar, arroz, melaço, batata, polpa 

de fruta mista, lipídeos, proteínas de soja entre outros (BRITO et al., 2011; BIOPLASTICS 

EUROPEAN, 2016; GIRONI; PIEMONTE, 2011).  

Gironi e Piemonte (2011), descrevem em seu artigo que o mercado sugere a 

comercialização de alguns tipos biopolímeros que são baseados em ésteres celulósicos como 

por exemplo os termoplásticos (TPS): o ácido polilático (PLA); policaprolactona (PCL); 

poliglicolatos (PGA) e polihidroxiburato (PHB), estas linhagens são recombinantes com amido, 

lignina, fermentações dentre outros. 

No ano de 2018, as pesquisas apontam que a produção de biopolímeros atingiram 2,11 

milhões de toneladas, incluindo 1,4% de bioplástico a partir de PHA, fato que fortalece grande 

esforço investigativo para as indústrias na triagem de cepas produtoras (MOZEJKO-

CIESIELSKA et al., 2018). 
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 Entretanto, para que ocorra a viabilidade econômica à produção biotecnológica, são 

necessários estudos sobre substituição de componentes de meios de cultivos por compostos 

com bases biológicas, de resíduos de baixo custo (PLEISSNER; VENUS, 2016). O que reforça 

a importância da produção com cultivos em processos de ampla escala. 

A biotecnologia industrial surgiu em vias de promover a criação de produtos químicos 

e sustentáveis, incluindo os polímeros biológicos, dado que o uso excessivo de petróleo levou 

à uma crise energética mundial e comprometendo também os recursos ambientais (CHEN, 

WANG, 2017). A crise energética está relacionada nos processos de crescimento econômico de 

industrialização, provenientes de recursos petroquímicos e seus derivados, incluindo as 

refinarias (GUEDES, 2015; SOUZA, 2006).  

Neste sentido, houve a criação do Programa Nacional do Álcool (Proálcool) em meados 

dos anos 70, incentivando a produção sustentável de bioenergia, provindo da cana-de-açúcar, 

afim de favorecer a garantia em processos de alta tecnologias, que aumentavam o consumo 

energético, para garantir a demanda do barril de petróleo processado (AZEVEDO et al., 2018; 

GUEDES, 2015).  

Ainda, na perspectiva do desenvolvimento de PHA utilizando recurso considerado de 

baixo custo para a produção de biopolímeros, considerou-se o referencial dos autores Santos e 

Vetorin, (2021) na agregação da lignina nos cultivos microbianos como fonte de energia 

natural, não utilizando reagentes químicos (SANTOS; VETORIN, 2021). 

O potencial uso de derivados de lignina, através das vias catabólicas de suas moléculas 

aromáticas como fonte de carbono. No entanto, alguns organismos como exemplo a P. putida, 

que são encontrados na natureza desenvolveram essas vias metabólicas, permitindo a utilização 

com moléculas de lignina como fonte de energia (LINGER et al., 2014).  

O uso de correntes heterogênias, enriquecidas com lignina e organismos de várias 

espécies, representam um recurso flexível para uma economia de energia sustentável, em 

estudos de polihidroxialcanoatos com monômeros de cadeia média (ml-PHA) e de cadeia curta 

(scl-PHA) (LINGER et al., 2014; RAJESH et al., 2019). 

A integração dos derivados a base de lignina demonstra a viabilidade de produtos com 

alto potencial para aplicações em diversos campos comerciais, prospectando também, 

estratégias de desenvolvimento de biomassa de lignina residual como amplo recurso em 

biorrefinarias com intenção internacional (LINGER et al., 2014; RAJESH et al., 2019). 
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2.2 A busca por fontes sustentáveis de biopolímeros 

Os plásticos são polímeros não naturais com ampla aplicabilidade. O termo plástico 

deriva do grego “plastiko”, que significa maleável, observado que a maleabilidade é uma das 

características dos moldes de termoplásticos, os quais têm a possibilidade de ter o formato 

modificado por ação de solventes químicos e aquecimento (BASTOS, 2007).  

O químico Jöns Jacob Berzel criou o termo polímero em 1832, buscando explicar as 

moléculas orgânicas em seus elementos e propriedades químicas (SILVEIRA et al., 2016). As 

macromoléculas são formadas por mais de uma centena de átomos, ou seja, por unidades de 

repetição (monômeros), ligadas entre si, denominadas “polímeros”: termo que deriva da junção 

entre as palavras gregas “polis”, que significa muitas, e “meros”, que significa partes. Os 

polímeros são desenvolvidos a partir de estruturas de unidades químicas monoméricas repetidas 

(BASTOS, 2007; SILVEIRA et al., 2016). 

No século XX, surgiu o primeiro polímero totalmente sintético, o que foi acompanhado 

da produção de uma grande diversidade de plásticos desenvolvidos e adotados largamente pela 

sociedade moderna. A amplificação de aplicações, de polímeros em meados passados, justifica-

se devido à disponibilidade de petróleo a preços baixos e a resistência e durabilidade do produto 

em degradação natural (BASTOS, 2007). 

Os polímeros podem ser considerados (1) sintéticos, desenvolvidos por meio de insumos 

químicos, ou (2) naturais, oriundos de ciclos de organismos vivos, através de processos 

metabólicos complexos (BASTOS, 2007; FARIAS et al., 2016).      

Há diversos processos metabólitos de interesse produzidos por microrganismos, que têm 

variadas aplicações. A produção dos biopolímeros atraiu indústria e pesquisadores devido à 

biodegradabilidade do material produzido, que era não tóxico e possuía biocompatibilidade e 

diversidade química (ABREU et al., 2013; TAN et al., 2014). 

 Brito e colaboradores (2011), exemplificam os “polímeros verdes”, que foram 

produzidos pela indústria Braskem, se tratando de um tipo de polímero que não é biodegradável, 

porém geram menor impacto ambiental, quando, comparados aos polímeros convencionais. 

Assim, os primeiros polímeros verdes foram sintetizados com recursos de matérias-primas de 

fontes fósseis, (petróleo, carvão mineral e gás natural) modificados a partir de fontes 

renováveis, desenvolvidas com avanços tecnológicos decorrentes (BRITO et al., 2011).  

Como exemplos de polímeros verdes, pode se citar o polietileno verde (PE verde) e o 

policloreto de vinila verde (PVC verde), ambos não são biodegradáveis, embora sejam 

classificados como biopolímeros por serem provenientes de fontes renováveis (cana-de- 
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açúcar), em detrimento da utilização de fontes fósseis (como o petróleo) (BRITO et al., 2011), 

não se trata de um produto novo (BASTOS, 2007), é um tipo de polímero é denominado como 

termoplástico, por não terem a capacidade de transformar sua estrutura quando aquecidos e/ ou 

resfriados (BRITO et al., 2011). 

No Brasil, no ano de 2004, foi desenvolvido a resina termoplástica composta por PE 

verde no Centro de Tecnologia e Inovação da Braskem, a partir do etanol, ano em que a empresa 

também recebeu a assinatura inédita de “Declaração de Produção mais limpa”, certificada 

pela ONU (BRASKEM, 2022, BRITO et al., 2011). 

Este polímero ameniza a emissões de gases, reduzindo assim o efeito estufa, o PE, 

recebeu o certificado por um laboratório internacional, renomado, o laboratório Beta Analytic, 

atestando que o produto contém 100% de matéria-prima renovável (BRASKEM, 2022; BRITO 

et al., 2011). 

Algumas empresas também tiveram experiências ligadas à produção destes polímeros. 

A inglesa Imperial Chemical Industrie produziu embalagens de PHA para serem usadas como 

frascos de xampu, com o nome comercial de Biopol, em meados dos anos 70. A empresa 

Procter and Gamble (P&G) desenvolveu um PHA-mcl específico com o nome de Nodax, tendo 

certificações de compostabilidade industrial e doméstica com biodegradabilidade aeróbia e 

anaeróbia em solo, água doce e água salgada (MIREL PLASTICS, 2021).  

A empresa americana Metabolix produz matérias-primas sustentáveis a partir de fontes 

renováveis, transformando açúcares naturais em PHA eficientes, na recuperação dos polímeros 

em seus pellets, produzindo os bioplásticos. Empresas chinesas também iniciaram a produção 

de bioplástico em grande escala no final desta mesma década (DANIMER SCIENTIFIC, 2021; 

MIREL PLASTICS, 2021).  

2.3 Polihidroxialcanoatos – PHA 

Polihidroxialcanoato (PHA) é o termo utilizado para designar a família de poliésteres 

de origem microbiana (MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019). Há um vasto número de 

microrganimos capazes de acumular PHA, em especial os pertencentes ao reino monera, onde 

cerca de 300 espécies de bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas são capazes de acumular 

biopolímeros (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005; SPÍNOLA, 2018; VIEGAS, 2005). 

As cepas produtoras de PHA, são encontradas na natureza, como no solo, na água, 

efluentes, água do mar, com capacidade de armazenar energia sob a forma de grânulos 

insolúveis de polímero biodegradável em suas células (BRITO et al., 2011; MOZEJKO-

CIESIELSKA et al., 2019; SPÍNOLA, 2018; VIEGAS, 2005). 
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Este biopolímero foi descoberto pelo bacteriólogo francês Lemogine em 1926, quando 

visualizou inclusões no citoplasma de uma bactéria, a Azotobacter chroococcum.  Estudos 

biotecnológicos confirmam a capacidade de produzir PHA em larga escala, a partir de uma 

grande variedade de cepas microbianas com aplicação de meios de cultura, ao isolamento do 

microrganismo. As cepas produtoras acumulam os polímeros, para a sua condição de 

crescimento e produção de bioplásticos de PHA (MICÁN et al., 2017; TAN et al., 2014). 

O PHA é comercializado como matéria-prima, em forma de pellets ou em pó, tendo 

múltiplas aplicações como: na área médica, visto em películas de revestimento; em cirurgias 

cardiovasculares, aplicados em suturas cirúrgicas do pericárdio e esterno; e em materiais 

osteossintéticos, não formando adesões entre os tecidos humanos (MOZEJKO-CIESIELSKA 

et al., 2019; VIEGAS, 2005). 

Sua estrutura e variedade são diferenciadas em sua composição por múltiplas unidades 

de monômeros de ácidos hidroxialcanóicos, sendo distinguidos conforme os números de 

átomos de carbono, nas unidades monoméricas, constituídas no comprimento de sua cadeia 

lateral, ou seja, de átomos de carbono ou do radical (R), e sua estrutura pode ser modificada por 

meio natural, químico ou físico, conforme o nutriente a ser aplicado (DELGADO; CORDOBA, 

2015; LEE, 1996). 

O número de carbonos (n) determina a identidade da unidade polimerizada, sendo 

dividida em três grupos: os hidroxialcanoatos de cadeia lateral de cadeia curta (PHA – scl), que 

são constituídos de três a cinco átomos de carbono na cadeia (C3-C5). Os hidroxialcanoatos de 

comprimento de cadeia média (PHA – mcl) variam, em média, de seis a 14 monômeros de 

átomos de carbono que formam os monômeros (C6-C14), e os hidroxialcanoatos classificados 

de comprimento de cadeia longa (PHA – lcl), cujos monômeros contém mais de 14 átomos. Há 

mais de 150 tipos de monômeros distintos e variados pelos números encontrados no grupo de 

poliésteres naturais (CHOONUT; SANGKHARAK, 2019; DELGADO; CORDOBA, 2015; LI 

et al., 2016; WANG; CHEN, 2017).  

Steinbuchel e Valentin (1995), classificam como PHA de cadeia longa, aqueles que são 

estruturados com monômeros com mais de 17 átomos de carbono, além deste referencial 

teórico, não foram identificados outros PHA produzidos, classificados com mais de 16 átomos 

de carbono. 

Apesar dos elementos relatados, o polímero apresenta alta resistência à solventes, como 

gorduras e óleos e raios UV e permeável, porém tem baixa resistência a ácidos e bases 

(PINZÓN, 2015). Isto difere especialmente dos biopolímeros de cadeia média (PHA-mcl), que 

são altamente elásticos (VIEGAS, 2005). 
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Os materiais de PHA desenvolvidos para este fim são considerados materiais mais 

relevantes quando comparados aos PHA de 1ª geração. Estes tornam-se mais viável devido as 

instalações, proveniente de onde a matéria-prima pode ser gerada, uma vez que também podem 

ser utilizados nas linhas de produção existente. Como um exemplo, se cita a PHB Industrial 

S/A (PHBISA), situada no estado de São Paulo. Para realizar a hidrólise da sacarose, a empresa 

utiliza a cepa de Cupriavidus necator a partir da cana-de-açúcar, produzindo o polímero 

comercializado sob a marca Biocycle, juntamente com o Instituto de Ciências Médicas da 

Universidade de São Paulo (USP) (MIRANDA et al., 2017). 

A PHBISA, especializada na produção de PHB, atua em processos de produção de cana-

de-açúcar e na conversão térmica do bagaço da cana através de processo fermentativo 

hidrolisado para o bioetanol para gerar energia elétrica (MIRANDA et al., 2017).  

Além da produção do biopolímero, também há preocupação com a degradação do 

composto após seu descarte. A completa degradação do PHA pode ocorrer em água e dióxido 

de carbono em condições aeróbicas, dependendo da escolha do substrato, bem como da 

situação, do tempo e da temperatura exposta (HARDING et al., 2007). 

Os materiais biológicos são viáveis em aplicações de desenvolvimento de embalagens 

plásticas biodegradáveis, em desenvolvimento de artigos médicos e, atualmente, há pesquisas 

que apontam o grande potencial da utilização ativa de biopolímeros na indústria farmacêutica, 

sendo considerado útil como  encapsulamento farmacêuticos específicos como medicamentos 

anti-HIV (antirretrovirais), antibióticos, anticancerígenos, incluindo-se também o 

desenvolvimento de biocombustíveis e aditivos alimentares (TAN et al., 2014; WANG; CHEN, 

2017).  

Há materiais de PHA provenientes de resíduos industriais ricos em carbono, 

considerados de 2ª e 3ª geração. Como exemplo a lignoceluloses abundantes, óleos de cozinhas 

e óleos vegetais, hidrolisados de plantas, cafés, melaços dentre outros. Fazendo a seleção desta 

matéria-prima produz-se PHA para fins alimentícios (MIRANDA et al., 2017). 

A Figura 1 expõe as possibilidades distintas de aplicações do PHA, conforme 

mencionado no estudo. 
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Figura 1 - Aplicação e industrialização de PHA 

 

Fonte: Retirado de Wang e Chen (2017). 

2.3.1 Propriedades físico-químicas dos PHA 

As propriedades físico-químicas que determinam as estruturas das unidades 

monoméricas e o tamanho dos grânulos, presentes nos diferentes PHA, dependem das espécies 

bacterianas utilizadas e da fonte de carbono alimentada, além das condições de cultivo às quais 

os microrganismos produtores são submetidos (DE PAULA et al., 2017; VIEGAS, 2005). 

O número crescente de repetição dos monômeros de PHA se dá conforme a modificação 

contínua da forma natural, entretanto, também é possível utilizar métodos para a criação de 

organismos geneticamente modificados (OGM) a partir do código genético dos produtores 

naturais para a obtenção de cepas com capacidades similares, ou mesmo com características e 

aplicabilidades superiores aos naturais (TAN et al., 2014). 

As propriedades termomecânicas dos biopolímeros variam de acordo com a sua 

composição monomérica, conforme citação na (Figura 2, letra a), e as diferentes composições 

do grupo de cadeia (Figura 2, letra b). As cadeias constituídas por átomos, desenvolve as 

características de materiais distintos: cristalinos, rígidos, quebradiços ou elastômeros. Alguns 

biopolímeros são resistentes a solventes e o ponto de fusão varia, aproximadamente, entre 120 

ºC e 180 ºC, a depender do biopolímero. (DE PAULA et al., 2017; DU; YU, 2002). 
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O valor n dependerá do grupo onde determinam a identidade das unidades monoméricas 

constituintes dos polímeros, e isto influenciará em suas propriedades físicas (DELGADO; 

CORDOBA, 2015; OLIVEIRA, 2010). O quadro 2 apresenta as substituições do grupo e alguns 

tipos de PHA conhecidos.  

 

Figura 2 - Composição monomérica dos PHA: (a) estrutura química geral; (b) representação do grupo de 

cadeias de PHA. 

 

Fonte: Retirado de Li et al. (2016). 

 

A estrutura da cadeia é modificada de acordo com o microrganismo e o substrato de 

carbono escolhidos, em um processo de produção.  

 

Quadro 2 - Substituição do grupo e alguns PHA mais conhecidos 

Átomos de Carbono  

ou Grupo radical R 
Nome do Polímero Abreviação 

CH3 poli(3-hidroxibutirato) PHB 

CH2CH3 poli(3-hidroxivalerato) PHV 

CH2CH2CH3 poli(3-hidroxihexanoato) PHHx 

Fonte: Dados adaptados de ANDLER; DIAS (2013); DELGADO; CORDOBA (2015). 

 

 

 

Grânulos intracelulares de PHA 
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2.3.2 Bactérias e a capacidade de síntese de PHA 

Cientistas estão empenhados em desenvolvimento de novos bioplásticos com 

características adequadas para se tornarem viáveis, levando em consideração a utilização de 

substratos de baixo custo, como a utilização de produtos naturais como, resíduos agrícolas e ou 

alimentares; com microrganismos com capacidade eficiente no acúmulo de PHA (ANDRADE; 

RIBEIRO, 2021; DALSASSO, 2019). 

Estudos sobre as bactérias produtoras e sua capacidade de síntese de PHA, como por 

exemplo a sacarose, a qual se tem fácil acesso, já que é encontrada em melaços providos da 

cana-de açúcar, elemento abundante no território brasileiro (MIRANDA et al., 2017). 

Os PHA mais pesquisados em destaque são os poli-3-hidroxibutirato (P3HB) e os 

copolímeros de 3-hidroxibutirato-co3-hidroxivalerato (PHBV). Sua origem se dá partir de 

distintos processos envolvidos, bem como o tipo de substrato utilizado e o microrganismo em 

metabolização, obtendo os tipos de polímeros e copolímeros. Os PHA são considerados 

termoplásticos biodegradáveis produzidos biotecnologicamente, tendo características de 

substâncias isômeras puras, não apresentam toxinas, são insolúveis em água, além de serem 

biocompatíveis. Cita-se também um grupo de cepas produtoras de PHA, que inclui as bactérias 

que incorporam apenas hidroxialcanoatos de cadeia média (PHA-mcl) (C6 a C16), como, por 

exemplo, as espécies do gênero das Pseudomonas, e também se relatam experimentos positivos 

com polihidroxialcanoatos de cadeias longas (PHA-lcl) (VIEGAS, 2005). 

O processo de síntese destes PHA ocorre por bactérias com reservas intracelulares de 

carbono e energia, com possibilidades de serem produzidos biotecnologicamente em alta 

quantidade e qualidade, utilizando variadas fontes renováveis de carbono. Este tipo de 

composição de bioplástico é pesquisado há mais de 70 anos, tratando-se de um material 

biológico importante (WANG; CHEN, 2017). 

Choonut e Sangkharak (2019) descrevem, em seu estudo, sobre as cepas produtoras de 

PHA, como proposta alternativa em produção de novos tipos de biocombustíveis, como o éster 

metílico de hidroxialcanoato (HAME) e o hidroxibutirato éster metílico (HBME), candidatos a 

substituir o combustível fóssil atualmente em uso e os seus derivados. Os ésteres metílicos são 

ácidos graxos de cadeia longa e suas estruturas químicas são semelhantes ao biodiesel. 

Os ésteres metílicos são distintos do petróleo. A composição do petróleo apresenta 

teores de nitrogênio e enxofre com oxigenação muito baixa, fator contribuinte para poluição 

ambiental durante a queima. Já o HAME e o HBME apresentam alto teor de oxigenação sem 
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nitrogênio e enxofre, reduzindo a fumaça do escapamento, encurtando também a duração da 

combustão (CHOONUT; SANGKHARAK, 2019). 

Para o desenvolvimento biológico de PHA, faz-se importante combinações diversas de 

monômeros, sendo a enzima relacionada à classe de PHA sintase, que catalisa a incorporação 

de monômeros à cadeia polimérica em formação, sendo esta capacidade observada quando o 

organismo é produtor da enzima em questão. Os experimentos se iniciam com o isolamento do 

microrganismo a fim de desenvolver linhagens bacterianas distintas, com a capacidade de 

desenvolver composições monoméricas de maneira controlada (LÍCIO, 2011). 

Um estudo sobre o isolamento de bactérias produtoras de PHA revela a produção de 

polímeros de amostras de solo de canavial em 75 linhagens de cepas bacterianas, sendo 

importante destacar que alguns dos organismos eram capazes de sintetização de PHA a partir 

de fontes de carbono de baixo custo (LÍCIO, 2011). Spínola (2018), em seu estudo relata que 

atualmente, há mais de 300 espécies de microrganismos diferentes documentadas, com 

capacidade de produção de PHA.  

 Miranda e colaboradores (2017), relataram acerca das funções das células em relação 

ao stress do meio ambiente, exemplificando a temperatura, a exposição a oxidantes, a 

irradiação de ultravioleta (UV) e os solventes orgânicos enquanto elementos que podem 

promover a formação de grânulos de PHA. Os grânulos de PHA podem ser utilizados também 

como crioprotector muito potente contra os efeitos adversos dos ciclos de congelação-

descongelação (MOZEJKO-CIESIELSKA et al, 2019). 

A sintetização acontece em forma de inclusões insolúveis no interior do citoplasma do 

PHA, onde são circuncidados pelos carbonossomos funcionais a partir de uma membrana muito 

complexa de lipídeos e proteínas, sob condições de acúmulos de fonte de carbono em excesso 

onde correspondentemente, limita o crescimento de fonte de fosfato e nitrogênio (ABREU et 

al., 2013; MIRANDA et al., 2017).  

Há uma fracção PHA amorfas nestes grânulos citoplasmáticos formando um núcleo 

hidrófobo conforme apresentado na Figura 3 (MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019).  

As estruturas podem ser visualizadas com o uso de microscópico eletrônico. A proteína 

PhaP é abundante no grânulo de PHA, tendo função regulatória. As proteínas são anfifílicas, e 

a sua parte hidrofóbica está exposta ao citoplasma do PHA (ABREU et al., 2013; MIRANDA 

et al., 2017). 
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Figura 3 – Processo de formação dos grânulos de PHA 

 

Fonte: Retirado de MOZEJKO-CIESIELSKA et al. (2019). 

 

Estudos sobre a biossíntese do biopolímero indicaram que o acúmulo de inclusões de 

poliésteres insolúveis no citoplasma bacteriano e dependendo da espécie, acumula até 90% de 

inclusão correspondente ao seu peso seco (ABREU et al., 2013; KUNASUNDARI; SUDESH, 

2011; MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019; SPÍNOLA, 2018). Biotecnologicamente o 

favorecimento da produção do polímero varia de acordo com a fonte carbono e energia 

oferecida, sob limitação de nitrogênio, fosfato ou oxigênio (LEE, 1996; STEINBUCHEL; 

FUCHTENBUSCH, 1998; VIEGAS, 2005). Ressalta-se, também, que a síntese de formação 

dos Pseudomonas envolve duas vias metabólicas para gerar precursores de MCL-PHA. Cada 

via utiliza um substrato distinto para fornecer precursores de 3-hidroxiacil (3HA), os quais 

sintetizarão os PHA-mcl (LU, et al., 2009; VIEGAS, 2005). 

A produção de variações distintas das combinações de monômeros e microestruturas do 

PHA determina propriedades físicas, mecânicas e térmicas diferentes, que resultam em 

matérias-primas com diferentes características, produzindo materiais que variam de 

embalagens de bioplástico de transportadores de drogas a emulsificação de cosméticos. O 

alcance da superfície de biopoliéster, por exemplo, ocorre por inúmeros fosfolipídios e 

proteínas onde resultam a síntese, degradação e a regulação do seu processo, conferindo as 

propriedades características do composto (WANG; CHEN, 2017). 

Mícan et al. (2017), em estudo, analisam o panorama da produção de bioplástico, 

descrevendo suas propriedades estruturais a fórmula geral dos PHA, suas cadeias de 

monômeros, condições de produção dentro de experimentos em laboratório, bem como 

processos de fermentação, meio de cultivos e substratos utilizados em alguns grupos de 
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microrganismos como a Ralstonia eutropha. Viegas (2005), destaca a Rastolnia Eutropha como 

uma espécie de alta capacidade de acúmulo, correspondendo em cerca de 90% de acúmulo. 

O isolamento e identificação de espécies produtoras podem auxiliar na redução de 

custos, uma vez que as cepas produtoras mais eficientes podem otimizar o processo produtivo, 

tendo maior rendimento. Partir de gêneros já reconhecidos como potencial produtores 

apontados pela literatura favorece a busca por novos candidatos. A semelhança com os 

produtores já conhecidos pode ir além da identificação biomolecular, e tecnológica, mas não as 

torna obsoleta, sendo um ponto importante para a bioprospecção inicial.    

2.3.3 Polímero polihidroxibutirato – PHB 

O polímero polihidroxibutirato (PHB) é um protótipo da família dos PHA, desenvolvido 

pela primeira vez nos anos 50 (VIEGAS, 2005). Trata-se de um homopolímero biodegradável, 

composto de uma classe de termoplástico chamado de polihidroxialcanoato, possuindo 

propriedades e características similares às do polipropileno, com alto potencial de substituir a 

esse polímero, derivado de petróleo, o que permitiria uma produção sustentável (COUTINHO 

et al., 2004). 

O PHB possui características de cristalinidade, baixa elasticidade, além de ser frágil e 

rígido, o que dificulta a moldagem por injeção e/ ou resistência à tração (MIRANDA et al., 

2017; WANG, CHEN, 2017). Assim, ele é diferente do PHA especialmente quanto à sua 

temperatura negativa, ou “friabilidade”.  

Lopes et al. (2011), em pesquisa experimental de PHB com a Burkholderia sacchari 

utilizando misturas de glicose, xilose e arabinose, relataram que a cepa em questão consome 

primeiramente a glicose como fonte de carbono e atrasa o uso de pentoses, com isto, o processo 

é prolongado através da combinação de substratos. 

No Brasil, iniciou-se a  tecnologia de produção industrial de poli(hidroxibutirato) (PHB) 

na década de  90, por processos fermentativos da sacarose, pela bactéria Ralstonia eutropha 

pela Coopersucar, Usina da Pedra em Serrana – SP, que se trata de uma empresa de 

comercialização global de etanol e açúcar, em junção com o Instituto de pesquisas, 

Tecnológicas (IPT) e o Instituto de Ciências Biomédicas da USP (ICB), tendo a capacidade de 

produção deste biopolímeros com o menor custo do mundo, devido seus benefícios de 

atrelamento com a Usina, possuindo abundância de energia, solventes para extração, etc. 

Todavia, mesmo tendo a capacidade estrutural, o preço do produto final, ainda é superior aos 

preços dos polímeros desenvolvidos pela indústria petroquímica. A embalagem de PHB pode 
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ser injetada nas mesmas máquinas sopradoras que injetam embalagens de plásticos 

convencionais (FONSECA, 2014; TELLES; SARAN; UNÊDA-TREVISOLLI, 2011). 

2.3.4 Polihidroxibutirato (P3HB) 

O poli(3-hidroxibutirato) (P3HB) foi o primeiro PHA a ser identificado e é de interesse 

da indústria desde a década de 1960, sendo o PHA mais conhecido, especialmente por conta de 

suas propriedades plásticas, as quais aguçam o interesse industrial. Seus diversos monômeros 

são compostos pela repetição do monómero 3-hidroxibutirato (3-HB) são de propriedades 

mecânicas e térmicas e podem ser agregados aos PHA produzidos por bactérias e modulados 

conforme essa composição (LICIO, 2011; SPÍNOLA, 2018). 

O PHB é cristalino e amorfo, com boas características físicas e mecânicas são especiais, 

sendo um termoplástico com temperatura de fusão igual a 179 ºC, com resistência à tração entre 

os 38 e os 30 MPa (SPÍNOLA, 2018). 

O P3HB pode ser utilizado na fabricação de produtos de higiene e limpeza, na área de 

cosmética, nos produtos agrícolas, além de possuir biocompatibilidade para absorção pelo 

organismo humano, sendo utilizado pela indústria farmacêutica e médica na fabricação de 

medicamentos e cápsulas de revestimento, próteses ósseas, e mesmo fios de suturas empregados 

em materiais de suturas de cirurgias cardiovasculares entre o coração e o esterno – estes 

materiais fazem aderência no organismo, sendo liberados gradualmente na corrente sanguínea 

(COUTINHO et al., 2004; VIEGAS, 2005). 

2.3.5 Espécies do Gênero Pseudomonas  

O gênero Pseudomonas faz parte da família Pseudomonadacea, estes consistem em em 

forma de cocos ou bastonetes gram-negativos aeróbicos, sendo comumente são encontrados no 

meio ambiente, incluindo relacionadas a animais, plantas, solo e água, no solo.  Estas espécies 

produzem pigmentação solúveis e fluorescentes quando são observados por luz ultravioleta 

(TORTORA et al., 2012). 

Deste gênero, existe mais de 60 espécies de variedades naturais sendo conhecido por 

possuir ubiquidade no meio ambiente – apresentando grande adaptação a condições físicas 

diversas. A literatura aponta que as espécies de P. aeruginosa, P flurescens, P. putida, P. 

testoteroni, apresentam eficiência com capacidade média de 67% de rendimento de polímero, 

sendo as mais utilizadas (DE PAULA et al., 2017; VIEGAS, 2005). 
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Para a produção de bioplástico, se utiliza fontes de carbono como o glicerol, os ácidos 

graxos, os ácidos orgânicos e os aminoácidos (FERNANDES, 2014), seguindo o método 

denominado regime “Fartura e Fome” (FF) (SILVA, 2014). 

As cepas de P. putidas mais utilizadas para a síntese de PHA são as relacionadas às 

estruturas de cadeia média (PHA-mcl). Na primeira fase de cultivo, o desenvolvimento da 

bactéria procede quando estas células consomem o substrato de carbono rapidamente, 

crescendo. Posteriormente, as bactérias passam por período de fome. As condições descritas 

sejam realizadas cíclica e continuamente, de maneira repetida, ocorre a síntese de PHA 

(TORRES-CERNA et al., 2017). 

2.3.6 Aplicação de correntes de lignina como recurso considerável flexível 

Durante muitas décadas, estudos e experimentos são realizado, afim de valorizar os 

polissacarídeos de origens vegetais, associado a celulose e a hemicelulose (LINGER et al., 

2014) As ligninas são macromoléculas fenólicas sendo como principais componentes das 

paredes celulares das plantas, composta por três unidades fenilpropanóides monoméricas, sendo 

o guaiacil, siringil, vanilina e siringaldeído, conectadas por ligações C-C e C-O, suas 

constituições podem variar entre uma espécie de planta entre outras (LINGER et al., 2014; 

MENDONZA- AZABACHE; ZAVALETA -RODRÍGUEZ, 2018; MORAES et al., 2018). 

O polímero possui uma fonte renovável de produtos aromáticos e bioderivados fenólicos 

interessante para a indústria química, podendo substituir o uso de derivados do petróleo 

(MORAES et al.,2018).  O processo de despolimerização da lignina é complexo, e pode 

envolver rotas metabólicas que possuem várias enzimas expressas por um mesmo 

microrganismo ou um conjunto de microrganismos, tais como algumas espécies de fungos e 

bactérias com capacidade de ação conjunta de seu repertório enzimático (MORAES et 

al.,2018). Entretanto o processo de biocatálise é considerado uma excelente opção ser de aporte 

específico de baixa necessidade de energia, visando no custo e efetividade do método (RAJESH 

et al., 2019). 

Pesquisas apontam como desafio a viabilidade da bioconversão de lignina em PHA, 

sendo essencial a triagem seletiva da cepa apropriada, para realizar a conversão de lignina para 

processos biorrefinários. Alguns extensos estudos, resultaram em destaque uma diversidade de 

bactérias como a Ralstonia eutropha. As bactérias pertencentes do gênero de Pseudomonas, 

como P. oleovorans e, P. corrugata foram reconhecidos na produção de PHA. A valorização 

do uso da lignina como substituto de fonte de carbono industrializado no desenvolvimento do 

biopolímero, tem se mostrado como recurso promissor e sustentável (RAJESH et al., 2019). 
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A lignina é o segundo biopolímero mais abundante do mundo, ficando atrás apenas da 

celulose, este polímero orgânico, corresponde a 95% da biomassa vegetal total, sendo denso 

em energia de alta resistência (LINGER et al., 2014; RAJESH et al., 2019; RAVI et al.,2019). 

Os seus principais componentes estão presentes nas paredes celulares das plantas. É formado 

por moléculas de fenilpropano, que é muito resistente à degradação enzimática, se tornando 

uma barreira para a água. O processo de catabolismo ocorre a partir de vias superiores que 

atuam como um funil biológico, convertendo essas correntes de lignina em substratos 

heterogêneos (LINGER et al., 2014; MENDONZA- AZABACHE; ZAVALETA-

RODRÍGUEZ, 2018). 

Linger e colaboradores (2014) referem que a importância de produção de lignina 

residual é de urgência crescente pois favorecerá a economia mundial de combustível.  O pré-

tratamento desta biomassa em escala, pode contribuir no desenvolvimento de monômeros 

derivados de PHA-mcl, sendo os pilotos a serem utilizados na produção de bioplásticos, 

precursores químicos ou combustíveis (RAJESH et al., 2019). 

A lignina e biopolímeros derivados, são de grande interesse industrial, devido seu 

potencial de aplicação nos diversos campos comerciais, incluindo os setores biocombustíveis, 

alimentícios, cosméticos entre outros (MORAES et al., 2018; PEREIRA, 2009). 

Os estudos conjugam a relevância para a biotecnologia, agregando ao estudo da 

lignificação, despertando o conhecimento científico e tecnológico, fundamentando para que as 

pesquisas da lignina acompanhem a evolução dos processos biotecnológicos (PEREIRA, 2009). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 Este capítulo se baseia na explanação da execução da pesquisa e do desenho 

metodológico que fora adotado durante o processo de construção. 

 Assim, serão abordados os passos e procedimentos tomados para a realização dos 

objetivos propostos em pesquisa. 

3.1 Procedimentos Iniciais 

 Nesta etapa, serão exibidos os procedimentos metodológicos adotados para a execução 

dos ensaios laboratoriais.  

Para a identificação de novas linhagens de amostras de solos, de interesse para este 

estudo, foi realizado prévio estudo teórico, a fim de aplicar as recomendações de testes 

biomoleculares que permitem a caracterização taxonômica da cepa. 

Para segurança, maior observância e métodos comparativos e confirmatórios, os 

ensaios, foram realizados em duplicatas. 

 Foram planejados experimentos para investigar o comportamento de diferentes cepas e 

as suas características físico-químicas, em relação à produção de bioplástico.  

3.1.1 Coleta das amostras do solo para o desenvolvimento de consórcios microbianos 

As amostras de solo foram obtidas na zona da mata paulistana, em propriedade rural no 

município de Salto de Pirapora “Latitude = 23º37’51” S / Longitude = 47º40’45” W” (WGS-

84).  

 Esta propriedade tem sido utilizada historicamente para descarte de polímeros não 

recicláveis, com descarte de polímeros de forma inadequada nesta região, onde descartava-se 

neste solo, entulhos em geral, como: plásticos, garrafas, sacolas, pneus velhos, madeiras.  

Em tempos modernos, esta região foi limpa, destinando estes resíduos para o local 

apropriado, hoje, este solo é relativamente úmido e possui vegetação secundária. 

A amostra de solo foi coletada da superfície do solo com uma pá de jardinagem, e foi 

armazenado 8 g desta amostra do solo no biofreezer (-80 ºC) em um tubo Falcon de 50mL e 

sendo utilizado 2 g para fazer o cultivo. 

Outras cinco amostras de microrganismos utilizadas estudo, foram isolados a partir de 

solo coletado na região do Município de Sumaré, nas seguintes coordenadas geográficas: 

(22º82’55” 18”, 47º07’74” 04”). A fins de identificação, os microrganismos isolados desse 
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consórcio foram denominados como TH1, TH2, TH3, TH4, TH6, antes da confirmação por 

procedimentos de testes biomoleculares. 

3.1.2 Preparo do cultivo e inoculação das cepas de P. putida e Arthrobacter, no caldo Luria 

Bertani (LB)  

O preparo do cultivo em meio de LB, foi realizado conforme descrição de Sambrook et 

al. (1989). A composição por g/L do meio de cultura preparada consiste em triptona: 10,0 (g/l); 

extrato de levedura: 5,0 0 (g/l); cloreto de sódio: 5,0 0 (g/l); 

Foram preparados 5 mL do meio de cultivo LB sem a adição de ágar em tubo Falcon, 

sendo denominado como “o caldo”. Esta solução foi autoclavada a 121ºC por 20min, sendo 

resfriada em seguida, em ar ambiente até 60 ºC para a manipulação. 

Com auxílio de uma alça para microbiologia estéril, foi inoculada a cepa neste caldo. 

As cepas estavam em condições de armazenamento. O tubo de Falcon com a solução e 

inóculo foi adicionado em uma incubadora rotativa shaker sob agitação de 180 rpm à 30 ºC por 

48h.  

3.1.3 Semeadura na placa de Petri e manutenção das cepas 

Diferenciou-se o protocolo de preparo do meio cultivo LB sólido, com o meio de cultivo 

LB em caldo, apenas com acréscimo de 1,5% de ágar no preparo para o meio de cultivo sólido 

em placas de Petri. A solução foi autoclavada a 121 ºC por 20 min, sendo resfriada em ar 

ambiente até 60 ºC para manipulação. 

Após o resfriamento foi procedida a semeadura do microrganismo no cultivo de LB 

sólido, por técnica em estriamento por esgotamento na placa de Petri de 90x15mm. Conforme 

descrição de Tórtora et al (2012). As colônias foram acondicionadas em uma estufa regulada 

em 30 ºC por 24h, observando o crescimento e diferenciação das cepas. 

Após 24h, do cultivo a manutenção das cepas, procedeu com o repique em meio LB 

sólido, na mesma composição mencionada, fazendo a semeadura em tubos de ensaios em 

posição ligeiramente inclinados, fazendo o repique a cada 15 dias. 

3.1.4 Desenvolvimento dos consórcios microbianos  

Os consórcios microbianos são desenvolvidos por diversas comunidades microbianas 

por processos de fermentação, podendo ser utilizados em estudos para identificação e 

degradação composta de uma matéria (LIMA, 2014). 

O desenvolvimento do consórcio foi feito em duplicata em Erlenmeyer de 125mL com 

1 g de solo com o acréscimo de 50mL de meio mineral , se seguindo recomendação do 
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fabricante (BUSHNELL; HAAS, 1941 e adaptação RAMSAY et al., 1994) Bushnell Haas 

Broth da Himedia, composição: MgSO₄: 0.20 g/L; CaCl2: 0.02 g/L; KH2PO4: 1.00 g/L; 

K2HPO4: 1.00 g/L; NH4NO3: 1.00 g/L; FeCl3: 0.05 g/L, com acréscimo de 0,1% de triptona, 0,1% 

de glicose e 0,5g PET. 

A cada 10 dias foi feito um novo cultivo nesta mesma composição acrescentando apenas 

1 mL e 1 pellet de PET do cultivo antigo. As sobras dos cultivos foram centrifugadas e a 

biomassa foi armazenada em -20 ºC. O procedimento foi repetido 10 vezes, totalizando 100 

dias de cultivo. 

3.1.5 Isolamento dos microrganismos dos consórcios microbianos 

Sete amostras de microrganismos foram isoladas a partir do consórcio microbiano. 

As linhagens isoladas desses consórcios microbianos foram denominadas BR1, BR2, 

BR3, BR4, BR5, BR6 e BR7.  

Para o isolamento destes novos microrganismos em estudo, se utilizou placas de Petri 

90x15mm com 15mL de meio de cultura LB com acréscimo de 1,5% de ágar. O meio de cultura 

foi autoclavado e despejado nas placas de Petri e, após solidificado, se realizou o estriamento 

por esgotamento, com uma alça de inoculação de 1µl isolando o total de 12 cepas distintas, 

incubando as placas na estufa bacteriológica a 30 ºC por 48h. As colônias apresentaram 

diferentes crescimentos, variando em aspecto; sendo fungos, bactérias ou leveduras 

(TORTORA et al., 2012). 

Prosseguindo o experimento em novos cultivos, foi iniciada uma nova linha de pesquisa 

das cepas coletadas do solo, utilizando como cultivo o meio comercial Bushnell Hass Broth 

(Sigma-Aldrich) como fonte de nutrientes mínimos, na concentração sugerida pelo fabricante 

(3,27 g/L), com o acréscimo de 0,1% glicose e a porção de 3 pellets de cada amostra de PET, 

suspendendo o uso de 0,1% de triptona. 

Neste meio de cultivo, se observou o crescimento de bactéria e posteriormente, foram 

realizados os testes biomoleculares. 

3.1.6 Teste de coloração de Gram e identificação morfológica de bactérias 

O teste de coloração de Gram é uma técnica simples e rápida que possibilita a 

visualização da característica de exposição da parede celular sob reação da aplicação de 

corantes e soluções. O teste, que serve para identificação da morfologia das bactérias, permite 

saber se estas são Gram positiva ou Gram negativa (TORTORA et al., 2012). No escopo da 

pesquisa, o teste foi repetido em algumas etapas ao longo dos procedimentos de análise.  
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A técnica é realizada através de um esfregaço bacteriano fixado numa lâmina por ação 

do calor. Como reagentes, utilizou-se: cristal violeta, iodo, etanol-acetona, safranina, água 

destilada, óleo de imersão, solução salina e a colônia da bactéria em estudo (BRASIL, 2001; 

TORTORA et al., 2012;). 

O esfregaço das células da bactéria fixado em lâmina foi submetido ao corante cristal 

violeta. Após aguardar um minuto de tempo de reação, o corante foi escorrido e a lâmina foi 

coberta com lugol. Após a espera de mais um minuto, a amostra da lâmina foi lavada em água 

destilada e descorada com etanol-cetona 1:1 por 30s, sendo lavada mais uma vez em água 

corrente e coberta posteriormente com o corante Safranina. Após o processo, foi colocada para 

a secagem por 2 min e observada no microscópio (BRASIL, 2001; TORTORA et al., 2012). 

3.1.7 Amplificação do material biológico por reação de cadeia polimerase – PCR 

A amplificação do material biológico foi realizada com a reação de PCR (Reação em 

Cadeia da Polimerase ou Polymerase Chain Reaction). A técnica de PCR foi realizada em um 

termociclador eletrônico da marca Apollo ATC 201 PCR (HEATHER et al., 2015).  

Os Primers específicos foram utilizados para amplificar a região 16S rRNA, região de 

identificação do gênero das cepas bacterianas (LANE, 1991; ROMANO, 2014). Os primers 

utilizados às análises foram os primers universais A amplificação da região ITS dos isolados 

foi feita com os primers universais ITS1 (5’-TCCGTTGGTGAACCAGCG G-3’) e ITS4 (5’- 

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), conforme referencial teórico WHITE et al., (1990).  

Para o preparo, tomou-se uma alíquota com a diluição dos primers reagentes externos e 

a amostra de DNA, que se trata do lisado bacteriano, ou seja, a bactéria que foi desenvolvida a 

partir destes reagentes. Acrescido a Enzima Taq DNA Polimerase, também denominada apenas 

Taq, que age na extensão da cadeia complementar (rastreamento): e Tampão 10X Taq (tampão 

PCR buffer) e Água miliq. 

Os fragmentos de DNA foram amplificados em Termociclador em 36 ciclos sob as 

seguintes condições: 

Estágio 1 → O 1º ciclo foi programado para atingir a temperatura a 94 ºC, mantendo 

esta temperatura por 30 min. Neste processo, ocorre a desnaturação inicial da dupla fita 

do DNA, ou seja, são separadas; 

Estágio 2 → Após a separação das fitas, ocorre o processo de anelamento, onde os 

primers se ligam aos sítios específicos na fita simples a temperatura programada foi de 

57 ºC por 30min; 
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Estágio 3 → Extensão por 2h à 72 ºC, sendo esta temperatura considerada a ideal para 

o funcionamento da taq Polimerase, onde se introduz os nucleotídeos que 

complementarão a cadeia que está sendo sintetizada, completando assim as fitas 

simples, tornando-as duplas. 

As demais proporções e concentrações de reagentes utilizados encontram-se dispostas 

no Quadro 3. 

 

Quadro 3 - Concentração, reagentes e primers específicos utilizados 

Solução 50 μl reagentes Concentração final 

10X Standard Taq Reaction Buffer 5 μl 1X 

10 mM dNTPs 1 μl 200 uM 

10 μM Forward Primer (8F) 1 μl 0.2 μM (0,05-1 μM) 

10μM Reverse Primer (907) 1 μl 0.2 μM (0,05-1 μM) 

Template DNA variable ˂1,000 ng 

Taq DNA Polymerase 0.25 μl 1.25 unts/50μl PCR 

Nuclease-free water To 50 μl - 

Fonte: Elaboração própria. 

3.1.8 Análise de amostra de DNA por método em eletroforese em gel de agarose 1% 

A análise realizada pelo método de eletroforese permite a purificação e a visualização 

de fragmentos de DNA e RNA das macromoléculas de acordo com seu tamanho e peso 

molecular, no qual são submetidas, mediante a um campo elétrico. A corrida eletroforética 

carrega as partículas negativamente em direção ao eletrodo positivo e os fragmentos menores 

atravessam mais rapidamente em comparação aos fragmentos maiores: o tempo de migração 

varia de acordo com o tamanho dos fragmentos (POSSIK, 2010). 

Para realizar o procedimento, foi utilizado o tampão de corrida o gel de agarose 

(polissacarídeo) a 1%, que partiu da solução de estoque 50X, TAE (tampão Tris-Acetato-EDTA 

a 0,5 mol com pH 8.0. Adaptação de Fernandes (2014); Sambrook e Russel, (2001). 

Quanto ao preparo da solução, se procedeu: foi pesado 242g de Tris base, diluído em 

700mL de água deionizada, acrescido 57,1mL de ácido acético 100% e adicionado 100mL de 

solução estoque EDTA 0,5 mol, sendo ajustado o volume final da solução para 1L. Adaptado 

de Sambrook e Russel, (2001). 

A partir desta, a solução, foi diluída na porcentagem calculada para 1%, sendo ajustado 

novamente o pH a 8,0 com hidróxido de sódio, (NaOH), aquecendo 40 mL da solução no 

microondas durante 60s, agitando continuamente, repetindo o processo até que a agarose se 

dissolveu completamente, deixando a solução esfriar <60°C, posteriormente foi acrescido 3 µL 

de brometo de etídeo, agitando cuidadosamente. Este gel de agarose foi vertido na cuba do 
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equipamento, eliminando a formação de borbulhas com uma ponteira, em seguida foi inserido 

o pente de plástico próprio do equipamento, para criar os poços e aguardado média de 20min 

para o gelificar. Posteriormente colocando o tampão de eletroforese, retirando da forma as 

placas e o pente, cobrindo o gel em média de 1 1 mm. As amostras foram adicionadas nos 

pocinhos de formas ordenadas (POSSIK, 2010). 

Foi utilizado o marcador padrão de peso molecular DNA “Ladder” entre 100 pb e 1000 

pb. (Ladder-1kb), que permite a visualização das bandas comparando com o marcador de peso 

molecular de DNA da escala padrão (GOMES FREITAS et al., 2017; HORNINK, 2015). Neste 

caso, foi aplicado o marcador Genedire X 6D 1Kb plus DNA Ladder.  

A programação da corrida do gel utilizada foi de V= 080 Volts, I= 400 mA, P= 009 w. 

O tempo de corrida foi de 50min. Foi utilizado o equipamento transiluminador de luz UV para 

visualizar ácidos nucleicos (DNA ou RNA) separados pela corrida de eletroforese (GREEN; 

SAMBROOK, 2012; FERNANDES 2014). 

O procedimento por método de eletroforese foi repetido com as demais linhagens de 

microrganismos resultantes da amplificação por PCR, utilizando o mesmo kit. 

3.1.9 Análise por sequenciamento de DNA 

Os produtos de PCR foram purificados e sequenciados pelo mesmo par de 

oligonucleotídeos (HORNINK, 2015). Foi utilizada a plataforma Geneious Prime para a 

realização do alinhamento das sequências de DNA, além da construção da árvore filogenética 

das linhagens estudadas, servindo assim como comparativo e, portanto, ferramenta para 

identificação das bactérias (HORNINK, 2015). 

As bandas do gel de agarose foram cortadas e purificadas utilizando o Kit DNeasy 

PowerSoil, seguindo as orientações do fabricante, sendo encaminhado para sequenciamento, no 

laboratório Exxtend Solução em Oligos Ltda, situado no município de Paulínia/SP. 

Conforme instrução da empresa especialista, foram enviados ao laboratório amostras de 

(1) tubo primer Forward: 3 µL; (2) 1 tubo primer Reverse: 3 µL na concentração de 10 pmol/µL 

(=10 µM), e 20 µL da amostra do produto de PCR purificado para cada primer. Os tubos foram 

separados e devidamente rotulados.   

As fotos do gel de agarose com as amostras, foram enviadas com a descrição do volume 

injetado e marcador que foi utilizado, juntamente com o formulário de envio preenchido com 

as combinações dos primers e tamanho dos fragmentos (EXXTEND, 2022). 

A análise por sequenciamento permite a identificação exata da sequência de 

nucleotídeos em uma molécula de DNA (ácido desoxirribonucleico), identificando as quatros 
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bases de fragmentos: Adenina, Guanina, Citosina e Timina. Esta sequência é a base onde estão 

contidas as informações sobre a bioquímica e as propriedades hereditárias do gene ou 

genotipagem de SNPs além da identificação de espécies (EXXTEND, 2022; HEATHER et al., 

2015).  

Foi utilizada a plataforma Geneious Prime para a realização do alinhamento das 

sequências de DNA, além da construção da árvore filogenética das linhagens estudadas, 

servindo assim como comparativo e, portanto, ferramenta para identificação das bactérias 

(HORNINK, 2015). 

3.2 Estoque das cepas e consórcios microbianos 

As cepas bacterianas estavam em condições de armazenamento no freezer à -22 ºC, em 

microtubo, em meio de cultura LB, sem a adição de ágar com acréscimo de glicerol, à 30%. 

Para reforçar a margem de segurança da preservação das linhagens de cepas utilizadas nesta 

pesquisa, estocamos algumas amostras no ultrafreezer (-80 ºC), utilizando como referencial 

teórico, Tórtora e colaboradores (2012). Pag. 170 - Preservação de culturas bacterianas. 

3.3 Análise qualitativa  

3.3.1 Cultivo dos meios de cultura “Sudan Black B” e “Nile Blue A” 

A análise por coloração é normalmente utilizada para corar colônias e distinguir entre 

linhagens que acumulam e não acumulam PHA. Trata-se de um método qualitativo eficiente 

com o objetivo de detectar a presença de (PHA) nas colônias de bactérias cultivadas nas placas, 

sendo este método altamente sensível para visualizar em vias de comparação a coloração do 

grânulo por ação dos corantes (GODBOLE, 2016; LÍCIO, 2011; SHAH; KUMAR, 2021). 

Foram utilizados corantes lipofílicos como o “Sudan Black B” e coloração por “Nile Blue A” 

(SALGAONKAR et al., 2013; SPIEKERMANN et al.,1999). 

O meio de cultura foi preparado utilizando como fonte de nutrientes mínimos o meio 

mineral da marca Bushnell Hass Broth (Sigma-Aldrich) na concentração sugerida pelo 

fabricante: 0,327g em 100 mL. Conforme o rótulo, a composição é MgSO₄: 0,20g/L; CaCl2: 

0,02g/L; KH2PO4: 1,00g/L; K2HPO4: 1,00g/L; NH4NO3: 1,00g/L; FeCl3: 0,05g/L. Foi acrescido 

1,5% de ágar para a solidificação. 

A partir deste meio de cultura, foram acrescidas fontes de carbonos distintas e com 

concentrações variadas, sendo: o glicerol e glicose nas concentrações específicas: glicose 2%, 

glicose 0,1%; glicerol 2% e glicerol 0,1%. 
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As amostras foram preparadas em duplicatas, adicionadas 8 mL da solução nas placas 

de petri 60X15 mm. A semeadura foi procedida por método de estriamento por esgotamento 

(TORTORA et al., 2012) e sequencialmente acondicionadas em estufa bacteriológica a 30 ºC 

por 48h. 

O preparo da solução de corantes Sudan Black B se iniciou a partir do preparo da solução 

estoque nas seguintes proporções: foi pesado 0,01 g do pó de Sudan Black B para 100 mL de 

etanol PA e esta solução foi aquecida em banho maria, em equipamento específico para o 

laboratório, por 60 min na temperatura de 60 ºC. A temperatura foi confirmada com o 

termômetro periodicamente. Posteriormente foi aguardado o resfriamento e adicionada esta 

solução no balão volumétrico, a fim do uso da solução dissolvida à solução alcoólica à 96%, na 

concentração de 0.5 μg/mL (SALAMEH, 2004). A solução foi armazenada em frasco âmbar 

bem fechado, tendo validade de até um ano. 

Para o preparo do estoque do corante Nile Blue A, foi pesado 0,01 g de pó de Nile Blue 

A para 100 mL de acetona PA. 

Os passos foram repetidos com o corante Sudan Black B. Assim, a solução foi dissolvida 

e colocada em banho-maria por 60 min mantendo a temperatura de 60 ºC. A temperatura foi 

averiguada com o uso periódico do termômetro. O estoque foi armazenado em frasco âmbar 

fechado, tendo validade de até um ano. 

Após as 48h de incubação das colônias nas placas em meio rico em nutrientes com a 

adição de fontes de carbonos descritas, foi adicionado 40 μL do corante Sudan Black B que 

estava preparado em solução de estoque. As placas foram mantidas com essa solução, sem 

perturbação, por 20 min sendo o excesso de corante decantado cuidadosamente. Em seguida, 

foram enxaguadas com etanol PA. Posteriormente, o método foi repetido adicionando os 40 μL 

do corante Nile Blue A, partindo também da solução em estoque. 

A confirmação por teste comparativo da observância dos grânulos de PHA foi realizada 

no transiluminador e no equipamento Gel Documentador da Bio Rad sob luz branca e luz UV 

(SALGAONKAR et al., 2013). 

3.3.2 Análise por microscópio eletrônico de transmissão (MET)  

Foi utilizado um microscópio eletrônico de transmissão (MET) para visualização em 

emissões de RX das amostras selecionadas neste ensaio. Foi escolhida esta técnica devido à sua 

capacidade de alta resolução, que permite melhor visualização da estrutura dos grânulos, 

favorecendo na identificação de sua forma e tamanho – os distintos parâmetros que indicam a 

regularidade da forma (OLIVEIRA, 2010). 
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As amostras escolhidas para este método comparativo foram as cepas denominadas 

(TH1) Klebsiella sp, a P. putida e a BR4 que estavam cultivadas em meio mineral (seguindo 

recomendação do fabricante Sigma e adaptação de RAMSAY et al., 1994). De acordo com a 

literatura, estas cepas se destacaram, se mostrando mais promissoras em capacidade de 

produção de PHA nos experimentos e nas análises realizadas. 

O microscópico MET incide em feixes de elétrons muito finos que são direcionados à 

amostra, ampliando a imagem das microestruturas, em qualidade superior aos microscópios 

ópticos. Os feixes atravessam a amostra do experimento e têm a capacidade de aumentar a 

imagem cerca de 500.000 vezes, sendo este recurso, muito utilizado nas pesquisas de compostos 

poliméricos permitindo avaliar as fases dos copolímeros (OLIVEIRA, 2010). 

3.4 Produção da biomassa bacteriana em frascos agitados 

Para esta etapa do bioprocesso, foi utilizado o método de pré-inóculo e inóculo em 

frascos agitados. Os meios de cultivos demandam reagentes distintos, essenciais ao bom 

crescimento das cepas e dos microrganismos, devendo conter fontes de carbono, nitrogênio, 

vitaminas e sais minerais. 

A produção da biomassa foi planejada em sete etapas: 

1.   Preparação do meio de cultura concentrado - Terrific Broth (TB) que é o cultivo 

- Pré – Inóculo; 

2.   Inoculação da colônia; 

3.   Incubação em temperatura de 30 ºC na rotação de 160 rpm por 30h; 

4.   Preparo do Meio (M9) Mínimo, e incubar o pré-inóculo neste meio por mais 72h, 

para acumulação do PHA; 

5.   Centrifugação; 

6.   Descartar o sobrenadante; 

7.   Liofilização do material. 

3.4.1 Preparo do meio de cultivo TB e inoculação da colônia 

No primeiro dia, ou seja, dia um (1) do ensaio, foi utilizado para a linhagem indicada 

para o bioensaio de meio de cultura concentrado, denominado de pré-inóculo.  

A preparação do pré-inóculo procedeu em cultivos em frascos agitados foram 

elaborados em 50 mL de meio nutritivo denominado meio terrific broth. que é um meio de 

cultura com composição nutricional rica para o crescimento de bactérias com maior 

concentração, Triptona 12,0g/L; glicerol 4,0mL; extrato de levedura 24,0 g/L, realizado em 
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frascos em Erlenmeyer de 250mL, inoculando Colônias frescas de P. putida nesse pré cultivo 

e, acondicionando por 24h em incubadora, sob agitação de 140 rpm. Os cultivos em 

Erlenmeyer, foram retirados e transferidos em duplicata para tubos 50mL em capela de fluxo 

laminar. Prosseguindo para a centrifugação a 6600 rpm, obtendo os pellets, que são a biomassa 

bacteriana precipitada descartando o sobrenadante.   

3.4.2 Preparo do meio M9 mineral e inoculação do pré-inóculo 

Sequencialmente a biomassa foi transferida para 100mL do meio M9, contendo 5 ml 

de tampão Na2HPO4/ NaH2PO4 a 1M e pH 6.8, e 0,39 g/L de MgSO4 (MUNIR; JAMIL, 2018), 

acrescendo 10% v/v de glicerol. Esse cultivo foi mantido sob agitação no Shaker à 140 rpm 

durante 72h. 

3.4.3 Centrifugação 

Após 30h estes cultivos foram retirados e transferidos em capela de fluxo laminar em 

duplicatas para tubos 50 mL e centrifugados a 6.000 rpm, obtendo-se pellets, ou seja, a 

biomassa bacteriana precipitada, descartando o sobrenadante, prosseguindo para a etapa da 

liofilização. 

A Figura 4 ilustra dos tubos de centrífuga com pré-inóculo cultivado, pós o processo de 

centrifugação. A figura (a) apresenta os pellets com sobrenadantes e a figura (b) apresenta os 

mesmos pellets com o descarte dos sobrenadantes. 

 

Figura 4 - Fotos dos tubos de centrífuga, tipo Falcon do pré-inóculo após 30h 

   

 

 

Fonte: Acervo próprio. 

(A) pellets com sobrenadantes após o processo 

de centrifugação 

(B) os mesmos pellets com o descarte do 

sobrenadante. 
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3.4.4 Liofilização  

O processo de liofilização ou secagem a frio (freeze dry) é um procedimento de secagem 

por sublimação que remove a água da biomassa. Este processo é utilizado como pré-tratamento 

na produção de biopolímeros, facilitando na etapa posterior, de extração por solventes 

orgânicos. Trata-se de um processo nobre de conservação de materiais biológicos, envolvendo 

os dois métodos mais confiáveis de conservação (TERRONI et al., 2013). 

No processo de liofilização inicial, o material estava armazenado em um ultrafreezer, 

mantido na temperatura abaixo de -80 ºC e foi acondicionado  nas bombas de alto vácuo interna 

no liofilizador à uma pressão negativa, procedendo do estado sólido para o estado gasoso na 

remoção da água da biomassa (processo de sublimação), que estabiliza o produto (TERRONI 

et al., 2013), mantendo a sua estrutura úmida, preservando a capacidade de ser reconstituída 

por adição de um meio líquido simples, como a água, resultando, assim, em material liofilizado 

sem alteração de tamanho, cor ou tamanho. 

Para o início do procedimento, deve-se fechar a válvula do liofilizador drain (no sentido 

horário), verificar se todas as torneiras estão com VET para cima, e apertar a tecla fridge, 

permitindo a temperatura alcançar -41°C, onde a luz do painel acionará a cor verde (protocolo 

Lafinau). As fotos do equipamento estão ilustradas nas figuras (9). 

O material genético utilizado nesta tese foi liofilizado no equipamento: liofilizador 

ModulyOD Thermo Fisher, Nº de Série – R23T-659559-RT FDA 20529.por 24h. 

 

Figura 5 - Fotos do equipamento para processos de liofilização 

 

Fonte: Imagens retiradas durante realização do procedimento, exibindo equipamento adquirido com recursos da 

FAPESP no laboratório Lafinau. Processo 07/53883-6. 
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3.4.5 Retestagem de Gram a partir do material centrifugado 

Após o procedimento de liofilização foi realizado a retestagem por método de Gram, do 

material bacteriano, (TORTORA et al., 2012) a fim de confirmação e verificação de 

possibilidades de contaminantes na amostragem, com o intuito de observar novamente as 

características das cepas em processo, possibilitando assim maior controle e sequenciando os 

próximos passos dos experimentos. 

3.4.6 Extração do PHA a partir de solventes 

O processo deste ensaio foi realizado a partir de métodos químicos com solventes 

orgânicos (RAMSAY et al., 1994), para modificar a permeabilidade da membrana celular e 

posteriormente solubilizar a massa residual (CORRÊA, 2014). Esta técnica é utilizada por sua 

simplicidade, permitindo a extração do biopolímero em alto grau de pureza, tendo elevada 

porcentagem de recuperação. 

O protocolo foi desenvolvido realizando os seguintes passos: primeiramente, foi pesado 

o tubo de centrífuga, tipo Falcon de 50mL, para adicionar a amostra. No tubo, foi adicionado 

425 mg de biomassa bacteriana liofilizada e macerada previamente, sendo adicionado no tubo: 

11 mL de (HCL); 45 mL de Propanol (1:4 v/v) e 57 mL de 1,2-dicloroetano. Esta solução foi 

aquecida a 100 ºC no equipamento de extração Soxhlet durante 3h. Após 3h, o equipamento foi 

desligado e aguardou-se o resfriamento da solução, atingindo a temperatura ambiente, A 

solução foi colocada num becker e acrescido 113mL de água destilada, agitada com um bastão. 

Após alguns minutos, as fases desta solução foram separadas: a fase orgânica foi recuperada, e 

esta, se divide nesta solução, ficando no inferior do tubo, conforme adaptação de Corrêa (2014); 

(SHAH; KUMAR, 2021; SPÌNOLA, 2018). O sistema de filtração adotado foi usado a stericup, 

adicionando o filtro de membrana 0.45 micrometro e concentrando a solução no rotavapor 

obtendo desta reação 5 mL de solução (DUTT TRIPATHI et al., 2016). Foram adicionados 10 

volumes de etanol a frio (v/v) que correspondeu a 50 mL de volume final. 

O material foi centrifugado em 6.500 rpm por 15 min. Sequencialmente, foi retirada a 

solução etanol e dicloroetano, cuidadosamente, utilizando uma micropipeta de 1000 uL, 

secando esta biomassa em temperatura ambiente. Após a etapa da secagem, foi adicionado 3 

mL de clorofórmio na parede do tubo da centrífuga a qual continha o precipitado da solução. 

Este polímero bacteriano foi analisado em espectro UV obtendo a leitura de 265 nm. 
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3.5 Caracterização de PHA por métodos espectrofotométricos 

3.5.1 Espectroscopia UV-visível 

Os métodos Espectrofotométricos são largamente utilizados na determinação 

quantitativa do teor de poliésteres das células bacterianas liofilizadas e extraídas por solventes, 

medindo o peso do poliéster isolado, sendo assim o equipamento de espectroscopia de absorção 

ultravioleta visível - UV-vis medem e comparam a composição de PHA sendo este um fator 

importante, devido os procedimentos biotecnológicos realizados quantificando o rendimento e 

na eficiência de recuperação (GODBOLE, 2016). 

A absorção no ultravioleta é visualizada quando um feixe monocromático atravessa o 

meio absorvente. O resultado final dependerá da resolução espectral do precursor óptico, do 

número máximo de picos expressos no equipamento, da capacidade de alcance num intervalo, 

bem como da radiação, do coeficiente de absorção e concentração da substância química da 

análise em questão (MARTINHO, 1994). 

O equipamento (espectrofotômetro de UV-vis) irá fornecer a absorbância da amostra 

num dado comprimento de onda, com isto o equipamento  foi padronizado em curva de 

calibração com concentrações distintas, para obter-se constante de absortividade da amostra, 

identificando  quantitativamente a concentração da amostra (crotonic acid) através da função 

do primeiro grau, pois essa constante multiplicada pelo caminho óptico (comprimento da cubeta 

10mm)  dará o coeficiente angular (a) da função f(x), com o auxílio da utilização do exccel,  e 

o valor da absorbância será substituído pelo y da função F(x) e o (b) da função é tido como erro 

experimental, após essas substituições terá como incógnita o (x) na qual será calculado a 

concentração em mols, gramas (NEVES, 2015). 

y = ax + b 

y = absorbância 

a = absortividade x caminho óptico (tamanho da cubeta 10mm) 

x = concentração da amostra 

b = erro experimental (NEVES, 2015). 

Para realizar a análise, primeiramente obteve-se a mistura do PHA com ácido sulfúrico: 

o polímero seco foi misturado em tubo com 3 mL de ácido sulfúrico 36N, passado no vórtex, 

sendo aquecido por 20 min no equipamento específico laboratorial de banho-maria à 100 ºC. 

Nesta etapa, o polímero de PHA hidrolisa em seus monômeros (MOJAVERYAZDI et al., 2014; 

SHAH; KUMAR, 2021). Neste processo, os grânulos são convertidos em ácido crotônico 

biológico via desidratação, alterando sua cor, que passa a ficar em tom marrom escuro. A 
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solução padrão de ácido crotônico deve ser resfriada, preparada em concentrações diferentes 

para fazer comparativo na curva (SHAH; KUMAR, 2021). 

Preparo: Pesou-se 6mg de ácido crotônico que foi diluído em 1mL de H2SO4, 

concentração estoque: 6mg/mL = 0,006g (6mg) que corresponde a 1000ul; 2).  

A partir da solução estoque 1 foi preparada uma nova diluição partido de 30ul do estoque 

e adicionando 2,970 mL H2SO4: 0,18 mg (ou 180ug) Adicionado 3 mL Concentração 60ug/mL, 

60ug = 1000ul = 30ul. 3). 

A partir da diluição para concentração padrão, que corresponde (60ug/mL), foram 

preparadas diluições, para o volume final de 3 mL afim de realizar as leituras no 

espectrofotômetro, partindo das diluições em microlitros progressivas de 30, 35, 40 e 45ul*: 

novas diluições: 0,030mL + 2,970ml; 0,040mL + 2,960ml, etc.  

Em seguida, essa nova diluição (Vf= 3mL). Para a calibração do equipamento, foi 

utilizado o ácido sulfúrico puro como amostra controle, ou seja, o branco, após ter sido zerado 

o equipamento foi utilizado uma cubeta de quarzto de 700ul para realizar a leitura delimitando 

a faixa de absorvância entre 200 a 300 nm, para medição (MOJAVERYAZDI et al., 2014).   

Para se obter a confirmação de presença do PHA, um pico deve ser obtido entre 230-

240 nm (MOJAVERYAZDI et al., 2014; SHAH; KUMAR, 2021). 

3.5.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

Trata-se de um equipamento voltado ao método analítico quantitativo, feito através de 

espectroscopia de uma ampla gama de irradiação de ondas infravermelhos com transformada 

de Fourier (FTIR), (GODBOLE, 2016; GOMAA, 2014). 

Para a análise de espectroscopia por FTIR foi utilizado o equipamento IRAffinity- 1S da 

SHIMADZU, pertencente ao Laboratório de Biomateriais e Nanotecnologia (LaBNUS) que está 

situado do Parque Tecnológico de Sorocaba. 

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é um método 

utilizado de forma rápida e permite a identificação de grupos químicos específicos e, desta 

forma, confirma a produção de PHA pelo microrganismo bacteriano (OLIVEIRA, 2010). 

Tomando por base o método por KBr, trata-se de um sal de cor branco, cristalino 

(GOMAA, 2014). Para realizar análise, foi aplicado o protocolo laboratorial, sendo preparado, 

adicionando 2 mg da amostra de biopolímero extraído e dissolvido em clorofórmio + 300 mg 

de brometo de potássio (KBr) no intervalo de 400nm a 4000nm. 

Esta mistura foi adicionada para secagem em estufa à 70 ºC por 15 min, e a partir desta 

homogeneização, a mistura foi levada para prensa hidráulica para formar as pastilhas e serem 
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adicionadas ao equipamento de FTIR para determinação do monômero (recomendação 

protocolo LaBNUS e referencial: GOMAA (2014). 

3.5.3 Análise de por HPLC (UltiMate LPG-3400SD, Thermo Scientific) 

O equipamento utilizado permite realizar a técnica de cromatografia líquida de alto 

desempenho e analisar os componentes que absorvem em duas fases; uma fase móvel e outra 

fase estacionária. O procedimento cromatográfico tem como objetivo separar, identificar e 

quantificar, os compostos de uma amostra química analítica, detectando a variedade de acordo 

com suas propriedades físico-químicas de volatilidade e polaridade (BLUM, 2014; SILVA; 

COLINS, 2011). 

Foi realizada para a identificação de compostos fenólicos da lignina, visando avaliar o 

consumo de fragmentos de lignina pelo microrganismo no meio de cultura com as três bactérias 

BR4, TH1 e Arthrobacter, onde foi possível observar, na primeira linha, o meio de controle e 

os picos aparentes, os quais representam fragmentos de lignina presentes no meio de cultivo.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O capítulo 4 tratará da exposição dos principais resultados encontrados durante o 

processo de pesquisa, exibindo os achados e conclusões obtidos através das análises propostas. 

Os resultados também serão discutidos textualmente, ao longo do capítulo. 

 A totalidade de microrganismos utilizados neste experimento foram de 14 colônias 

diferenciadas entre si.  

▪ Uma amostra foi isolada a partir da cepa gentilmente cedida pelo Prof. Tim Bugg da 

Universidade de Warwick do Reino Unido, denominada como P. putida; - Esta cepa 

foi cedida para dar início a pesquisa para meios comparativos na capacidade de 

produção de bioplástico. 

▪ Sete microrganismos foram isolados a partir do solo, denominados antes da 

identificação como BR1, BR2, BR3, BR4, BR5, BR6 e BR7; - Coleta realizada para 

dar início aos consórcios, a fim de estudar a capacidade destes microrganismos na 

degradação de PET e produção de PHA, selecionando novas linhagens 

▪ Cinco microrganismos foram isolados a partir de amostras selecionadas pelo grupo, 

denominados antes da identificação como TH1, TH2, TH3, TH4, TH6. – O cultivo 

destes microrganismos visava como interesse, realizar experimentos de adaptação 

das cepas afim de desenvolver uma rota de bioconversão/ valorização de lignina. 

▪ Uma amostra da cepa Arthrobacter, derivado de pesquisas do grupo do Profº Fabio 

Marcio Squina. 

4.1 Resultado do teste de coloração de gram das linhagens avaliadas no estudo 

Os resultados para os testes de coloração de Gram feitos a partir das linhagens obtidas 

permitiram evidenciar características comuns apresentadas, estando de acordo com o 

referencial teórico de autores especializados na área.  

Pode-se observar semelhanças e distinções entre as duas classes de bactérias, em relação 

às cores e ao formato morfológico, identificadas a partir do processo de coloração com agentes 

químicos num esfregaço bacteriano.  

O processo descorante acontece na lavagem com a solução de álcool-acetona, que 

descolore a cor púrpura de apenas algumas das espécies, permitindo diferenciá-las. As bactérias 

reagentes que retém a corante púrpura / violácea são classificadas como Gram-positivas; 

possuem uma parede celular de peptideoglicano mais espessa. As bactérias que perdem a cor 

violeta são classificadas como Gram-negativas, estas rompem as camadas externas, devido ter 
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a camada mais fina durante a descoloração preservando sua cor de vermelha ou rosa escuro 

(BRASIL, 2001; TORTORA et al. 2012). 

Figura 6 - Resultados do teste de Gram das linhagens denominadas THs obtidas a partir da seleção de 

microrganismos em estudo 

Fonte: Acervo do grupo de pesquisa. 

Figura 7 - Resultados do teste de Gram das linhagens denominadas BRs obtidas a partir da seleção de 

microrganismos em estudo. A figura nº 6 é a cepa cedida para o estudo, denominada P. Putida 

 

 

1-BR1      2-BR2         3- BR3 

       4- BR4         5- BR5 6- Cepa P. putida 

6- 1-TH1  5- 2-TH2  4- 3-TH3  

3- 4-TH4  2- 5-TH5  1- 6-TH6  
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 Fonte: Acervo do grupo de pesquisa.  

As cepas denominadas TH1, BR2 e BR4 (Encontram- se nos resultados da Fig. 6 e 7), 

também foram reconhecidas como Gram-negativa, pois apresentaram as mesmas características 

de similaridade citada na linhagem cedida, a P. putida (Figura 7), ou seja, não retiveram o 

corante cristal violeta durante o processo. 

O resultado do teste de coloração da bactéria cedida pelo Dr. Tim, a P. putida é uma 

bactéria Gram-negativa caracterizada morfologicamente em bacilos com a forma de bastonetes, 

de coloração rosa/avermelhada.  

Para melhor visualização da apresentação de resultados das linhagens isoladas 

identificadas no teste de coloração de Gram, foi desenvolvido o quadro abaixo: 

 

Quadro 4 - Resultados das linhagens isoladas identificadas no teste de coloração de Gram – Interpretação com 

leitura no livro de TORTORA et al.(2012). 

Amostra Resultado do teste coloração Morfologia 

BR1 Gram positiva Bacilos 

BR2 Gram negativa Bacilos 

BR3 Gram negativa Bacilos 

BR4 Gram negativa Bacilos 

BR5 Gram negativa Bacilos 

Cepa P. putida Gram negativa Bacilos 

BR6 Gram positiva Fungos 

BR7 Gram positiva   Cocos 

TH1 Gram negativa  Bacilos 

TH2 Gram positiva Bacilos 

TH3 Gram negativa Bacilos 

TH4 Gram positiva Cocos 

TH5 Gram negativa Bacilos 

TH6 Gram negativa Bacilos 

Fonte: elaboração própria. 

  

       7- BR6        8- BR7 



62 
 

É esperado que as cepas selecionadas para o estudo, possuam alta capacidade em velocidade 

específica para a produção de PHA, acumulando, ao menos 60% de seu peso seco, sendo este um critério 

importante na seleção de todas as bactérias, sendo elas Gram-positivas ou Gram-negativas. Esta alta 

capacidade de produção, reduz o uso dos substratos, reduzindo assim o custo na produção do 

biopolímero, sendo este rentável às indústrias investidoras (VIEGAS, 2005). 

4.2 Resultado por análise de eletroforese  

A análise em eletroforese determinou os tamanhos das bandas sob visualização em um 

transiluminador sob luz UV, em uma escala de DNA padrão, a fim de se comparar a migração 

diferencial (POSSIK, 2010).  

 As bandas tratadas foram analisadas em gel de agarose 1% m/v e mensuradas em 

Nanodrop. Os fragmentos da separação eletroforética apresentaram o tamanho esperado de 

(~600 pb; ~1500 pb), conforme comparado no equipamento de transiluminador e 

sequencialmente purificadas com o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System 

(PROMEGA, MADISON, WI)”, seguindo as orientações do fabricante. 

 

Figura 8 - (A) (B) Imagem do gel de agarose das linhagens isoladas do solo e selecionadas em estudo 

           

Fonte: Imagens do acervo do grupo de pesquisa. 

 

A) Imagem do gel de agarose 1% com o resultado da extração de DNA das cepas BR1; BR2; BR3; BR4; 

BR5 e BR7 e marcador (M) (GD 1Kb plus DNA ladder RTU, GeneDireX). A linha definida das 

bandas da amostra tem aproximadamente ~ 1500 (bp). 
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B) Imagem do Gel de Agarose 1% com resultado da extração do DNA das cepas TH4 em duplicata; BR6 

em duplicata; BR7 e P. putida (PP) o marcador utilizado: (M) (GD 1Kb plus DNA ladder RTU, 

GeneDireX).  

As linhas definidas das bandas desta amostra foram: TH4 amostra A ~500 (bp) a amostra 

em duplicata da cepa de TH4 (A), ficou correspondente em média de ~ 550 (bp) e TH4 (B) ~ 

600 (bp); A amostra de BR6 (A), apresentou a linha definida em média ~ 600 (bp); A amostra 

de BR6 (A), apresentou a linha definida em média ~1500 (bp); A cepa BR7 apresentou a linha 

definida em média de ~ 650 (bp); e a P. putida ~ 1500 (bp). 

4.3 Resultados do produto purificado 

Os testes confirmaram a genotipagem da molécula de DNA por processo de 

sequenciamento de nucleotídeo em empresa especializada. 

Com base nas análises dos resultados, foi possível realizar a identificação de 

sequenciamento e a comparação do RNA ribossomal a nível de gênero 16S, que é um 

componente da subunidade 30S dos ribossomos dos procariotas das as espécies bacterianas, e 

estas, apresentam aproximadamente 1500 pares de base. O rRNA 16S possui regiões 

hipervariáveis, fator que se encaixa nas espécies de Pseudomonas, possuem gêneros bacterianos 

muitos diversos, que divergiram ao longo da evolução, sendo identificada no rRNA 16S 

(HORNINK, 2015).   

O gene codificador analisa a procedência gênica e a análise da estrutura filogenética 

estabelece a maior relação entre eles, devido seu nível de similaridade, identificando assim, o 

gênero e espécie de linhagens (HORNINK, 2015; ROMANO, 2015). 

Observou-se que algumas cepas isoladas se tratavam de fungos, então foi feito o PCR 

da região do Espaço Interno Transcrito (ITS), que se trata de outra técnica utilizada para a 

caracterização de fungos a nível de gênero (WHITE et al., 1990). 

4.4 Resultado das análises de sequenciamento microbiano das amostras das linhagens de 

trabalho 

Sobre as bactérias isoladas, o sequenciamento indicou a presença de 4 microrganismos 

do gênero Pseudomonas, 1 do gênero Mycolicibacterium e 1 do gênero Gordonia, 1 Klebsiella,  

1 Microabcterium, Isoptericola, 1 Candida, 1 Bacillaceae, 1 Bacillus , conforme detalhamento 

de cada isolado observado no quadro 5: BR1 – Mycolicibacterium, BR2 – Pseudomonas (igual 

a BR4), BR3 – Pseudomonas (igual a BR5), BR4 – Pseudomonas (igual a BR2), BR5 – 



64 
 

Pseudomonas (igual a BR3), BR6 – Trichosporon (fungo), BR7 – Gordonia (bactéria), TH1 – 

Klebsiella (bactéria), TH2 – Microbacterium (bactéria), TH3 – Isoptericola (bactéria), TH4 – 

Candida (fungo), TH5 – Bacillaceae (bactéria), TH6 – Bacillus (bactéria). (TORTORA et al., 

2012) 

 

 

Quadro 5 - Organismos isolados a partir de ensaios de degradação de PET, com a identificação de gênero após 

sequenciamento 16S e da região do Espaço Interno Transcrito (ITS) 

Nome da cepa Gênero Microrganismo 
BR1      Mycolicibacterium Bactéria  

BR2 Pseudomonas Bactéria 

BR3 Pseudomonas Bactéria 

BR4 Pseudomonas Bactéria 

BR5 Pseudomonas Bactéria 

BR7 Gordonia Bactéria 

P. putida Pseudomonas Bactéria 

TH1 Klebsiella Bactéria 

TH2 Microabcterium Bactéria 

TH3 Isoptericola Bactéria 

TH5 Bacillaceae Bactéria 

TH6 Bacillus Bactéria 

TH4  Candida Fungo 

BR6  Trichosporon Fungo 
Fonte: Elaboração própria. 

 

 Os resultados das análises genéticas das linhagens obtidas a partir do cultivo no solo 

indicaram a presença de diferentes microrganismos e até mesmo semelhanças entre as cepas 

estudadas que apresentavam características ou padrão de crescimento distintos. 

Os resultados permitiram a identificação das espécies de bactérias e respectivamente seu 

gênero. 

O banco de dados do grupo de pesquisa permitiu identificar os gêneros das cepas BR6 

e TH4, tratando-se de Trichosporon sp. e Candida sp, respectivamente.  Esses microrganismos 

não se mostraram promissores para produção de PHA nos ensaios realizados. 

Após a identificação foram realizadas análises dos cromatogramas com a intenção de 

identificar os gêneros dos microrganismos isolados. Foi utilizado o programa Geneious Prime 

para a realização do alinhamento e das árvores filogenéticas das cepas. As figuras da 

identificação das árvores filogenéticas se encontram nos anexos do trabalho. 
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Figura 9 - Resultado de BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e parâmetros de busca utilizados 

visando a identificação taxonômica da linhagem BR4 

 

 

Fonte: Empresa especialista em sequenciamento - programa Geneious Prime 

4.5 Resultados da coloração de colônias Sudan Black B e Nile Blue A 

Os resultados de coloração por Sudan Black B e Nile Blue A, exibe fluorescência em luz 

com irradiação ultravioleta, destacando as cepas que possuem grânulos com capacidade em 

produção de PHA. Onde resultou maior destaque em aplicação de Nile Blue A. 

As imagens contidas na figura 10 a seguir representam os resultados obtidos na análise 

por coloração por Sudan Black B e Nile Blue A, em diferentes concentrações de glicerol e 

glicose das cepas denominadas THs, e Arthrobacter, antes dos resultados de sequenciamento. 
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Figura 10 - Resultados do teste por método de coloração das cepas de THs e Arthrobacter por Sudan Black B e 

Nile Blue A com diferentes concentrações de glicerol e glicose 

Dados produzidos através do equipamento BIO RAD – Gel Doc – EZ imager.  

Teste realizado por método de coloração por Sudan Black B e Nile Blue A nas distintas concentrações de glicerol 

e glicose, realizado com as linhagens utilizadas denominadas antes do resultado do sequenciamento como TH1, 

TH2, TH3, TH4, TH6, Arthrobacter, comparando com a cepa P. putida sob luz branca do equipamento BIO RAD 

– Gel Doc – EZ imager. 

Fonte: Elaboração própria. 

 

No screening realizado neste trabalho, foi possível evidenciar diferença na visualização 

dos grânulos citoplasmáticos (PHA) produzidos pelas linhagens de microrganismos em estudos, 

denominadas THs, e a cepa de P. putida, a partir do glicerol e da glicose, usados como fontes 

de carbono. Isto pode ser observado na Figura 10, considerando-se que as imagens que 
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representam as cepas de P. putida possuem maior florescência, tanto nos cultivos que utilizaram 

o glicerol e para os resultados dos cultivos que tiveram a glicose como fonte de carbono. Neste 

comparativo, foi observado também que, entre as linhagens estudadas, denominadas THs, a 

cepa TH1 se destacou.  

Análise referenciadas em estudo sobre o destaque na fluorescência das cepas produtoras 

de PHA (GODBOLE, 2016; MOZEJKO-CIESIELSKA et al.,2019; SHAH; KUMAR, 2021). 

Na avaliação sobre o melhor corante entre o Sudan Black B e Nile Blue A, devido à 

diferença significativa na intensidade da fluorescência emitida sob luz UV, foi possível 

observar que, comparativamente, a melhor fonte de carbono foi o glicerol, enquanto o melhor 

corante foi o Nile Blue A. 

 

Figura 11 - Resultados de teste de coloração com o Sudan Black B e Nile Blue A nas linhagens denominadas 

“BRs” em estudos estriadas em placas de petri individuais comparando as mesmas fontes de carbono utilizadas: 

a glicose e glicerol 

Dados produzidos através do equipamento – BIO RAD – Gel Doc – EZ imager. 

Fonte: Elaboração própria. 
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No screening realizado nesse trabalho, foi possível evidenciar diferença na quantidade 

dos PHA produzidos pelas linhagens de estudos, denominadas BRs e a cepa de P. putida a partir 

do glicerol e da glicose, usados como fontes de carbono. Isto pode ser observado na Figura 11, 

considerando-se que as imagens que representam as cepas de P. putida possuem maior 

florescência, tanto nos cultivos que utilizaram o glicerol, e para os resultados dos cultivos que 

tiveram a glicose como fonte de carbono. Neste comparativo, foi observado também que, entre 

as linhagens denominadas BRs que estavam sendo estudadas, as cepas BR2 e BR4 se 

destacavam como promissoras para a produção de PHA, conforme referencial teóricos 

estudados: (GODBOLE, 2016; MOZEJKO-CIESIELSKA et al.,2019; SHAH; KUMAR, 

2021).  

Após testes biomoleculares e sequenciamento, foi identificado que as cepas em destaque 

na fluorescência se tratavam de P. putida. Apontando a importância de maior observação destas 

cepas como escolhas no andamento do projeto. 

Na avaliação comparativa neste experimento entre os corantes: Sudan Black B e Nile 

Blue A, relacionado com à diferença na intensidade da fluorescência emitida sob luz UV, 

possibilitou a confirmação que a melhor fonte de carbono foi o glicerol, enquanto o melhor 

corante foi o Nile Blue A. 

4.6 Resultado da análise por microscópio eletrônico de transmissão (MET) 

Para esta análise, foi utilizado um microscópio eletrônico de transmissão (MET), 

modelo Zeiss EM 900, na facility do Departamento de Fitopatologia e Nematologia 

ESALQ/USP. 

A microscopia eletrônica permitiu a transmissão na ampliação X 40.000, apresentando 

maiores entendimentos moleculares, onde identificou nitidamente a estrutura da superfície 

grânulos intracelulares do PHA, confirmando a produção dos biopolímeros microbianos 

intracelularmente.  

O PHA acumula em forma de grânulos intracelulares nas cepas bacterianas, fenômeno 

possibilitado quando o ambiente possui carência de diversos nutrientes, exceto carbono 

(OLIVEIRA-FILHO et al., 2018), sendo localizado no citoplasma da célula, podendo ser 

visualizado por um microscópio de luz de contraste de fase devido à sua alta refração. 

As imagens comparativas, evidencia a presença dos grânulos nas cepas denominadas 

(BR4), ou seja, P. putida. 
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As imagens da cepa (TH1) Klebsiella sp, revelaram que não há inclusão de formação de 

grânulos no interior do seu corpo, sendo assim, esta cepa não se mostrou promissora para a 

produção de PHA. (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). 

 

Figura 12 - Imagens amplificadas por microscopia (MET) com os grânulos de PHA das cepas denominadas 

(BR4) Pseudomonas, e cepa de (TH1) Klebsiella sp 

 

Fonte: Acervo próprio - Imagens retiradas pelo grupo de pesquisa. 

4.7 Resultados da caracterização físico-química do biopolímeros  

Os biopolímeros foram determinados quanto às suas características físicas e químicas, 

ressaltando-se que as características do material obtido influenciam diretamente na qualidade 

das aplicações, para caracterização das ligações químicas da amostra extraída, utilizamos a 

espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (OLIVEIRA, 

2010; TANIKKUL et al., 2020). Preparou -se o ensaio com tratamento em ácido sulfúrico 

convertendo o monômero em ácido biocrotônico, para estimar as ondas absorvidas do PHB, por 

teste UV-Vis (FARID et al, 2015), subsequente foi analisado as propriedades térmicas da 

amostra de resina de PHB, exportada da China, através do equipamento de Calorimetria 

Diferencial de Varrimento (DSC) (SPINOLA, 2018). 
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4.7.1 Resultados Quantitativo de PHA produzidos por espectroscopia UV- VIS da 

linhagem de P. putida 

A análise o comprimento de ondas absorvidas, com finalidade de estimar a quantidade 

de PHA produzido foi estimada pelo teste UV-VIS, no equipamento Agilent Technologies Cary 

60 UV-vis, o ácido crotônico, foi de escolha alternativa para este ensaio, por se tratar de um 

ácido carboxílico insaturado geralmente produzido a partir da oxidação do crotonaldeído. 

“composto à base de petróleo”. A adição de ácido crotônico com plásticos hidrofóbicos os 

tornariam mais hidrofílicos, que seriam mais adequados a aplicações biomédicas na produção 

de plásticos e polímeros (FARID et al., 2015). 

A leitura por espectrofotômetro UV Vis, confirmou o pico correspondente a produção 

de PHA. O fator da absorbância do equipamento foi ajustado entre 200 e 300 nm, para realizar 

a medição e validação de um pico obtido, onde a linha do gráfico de cor vermelha é referência 

como amostra de controle sendo utilizado o ácido sulfúrico como o “branco”.  A partir do 

comparativo deste, obteve-se o pico em 230nm.   

 

Figura 13 - Gráfico da curva padrão do ácido crotônico, mostrando a absorbância por comprimento de onda 

 

 

 

 

 

 

  

 

O pico característico do ácido crotônico, mencionado em artigos, é identificado em 

235nm pela análise no espectro de UV- VIS (NARAYANKUMAR; KRISHNASWAMY; 

SHAJI, 2019).  

A fim de descobrir o rendimento de cada cultivo, utilizou-se as medidas da absorbância 

e concentração para calcular a curva de calibração. Aplicando a fórmula y = 0,0014x + 0,0925. 

Na fórmula, y é o valor da absorbância, enquanto o x representa a concentração de ácido 

crotônico (ug/L). 
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Figura 14 - Curva calibração crotônico 

 

 

 

4.7.2 Resultado do teste gravimétrico 

Substituindo a incógnita y pelo valor da absorbância, o resultado da quantificação de PHA 

produzido, em equivalentes de ácido crotônico, foi 30,8 μg em cultivo com sacarose (média de 

dois cultivos), e 23,5 μg em cultivo com glicerol, utilizando o protocolo descrito anteriormente 

e utilizando de 450mg e biomassa liofilizada. Nesses cultivos, a quantidade determinada de 

polímero obtida (análise gravimétrica) após o protocolo de extração foi 67,9mg e 88,7mg, a 

partir de 450mg e biomassa liofilizada, respectivamente. 

4.7.2 Resultado do FTIR – Produção de PHA: P. putida 

Procedeu-se o protocolo de análise, com o material (bactéria P. putida) provinda 

Inglaterra; em comparativo com as cepas que se destacavam que através de teste 

biomoleculares se identificaram como P. putida, sendo elas: (1) a cepa de P. putida provinda 

da Inglaterra, e a cepa de BR4 – identificada como, Pseudomonas sp. As amostras foram 

extraídas do clorofórmio e transformadas em pastilhas sólidas, com a adição do brometo de 

potássio (KBR) (GODBOLE, 2016; GOMAA, 2014). 

Dessa forma, foi possível observar, dos resultados obtidos, utilizando o protocolo de 

extração, picos característicos do espectro de FTIR, indicando que a produção de PHA foi bem-

sucedida. Os picos do espectro de FTIR são referentes ao grupo da carbonila (1745 cm -1), 
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grupos ésteres de alongamento assimétrico e simétrico (1170 cm -1) e na região espectral em 

(1080 cm -1 à 893 cm -1), grupo metil (2852 cm -1, 2924 cm -1, 2924 cm -1), de acordo com 

Tanikkul et al. (2020), no entanto, foram obtidos picos de baixa intensidade de PHA (resultado) 

quando comparados às características deste composto, pela literatura, como pode ser observado 

nas figuras 19 (A; B) que está a seguir. 

 

Figura 15 - Gráfico do Resultado de FTIR – PHA – cepa P. putida 

 

Fonte: Resultado laboratorial da amostra do autor. 

4.8   Experimentos a partir da degradação dos compostos fenólicos da lignina 

 Com o objetivo desenvolvimentos de processos biocatalíticos de conversão de lignina 

visando o desenvolvimento de uma rota de bioconversão/ valorização de lignina, foi realizado 

experimentos de adaptação de três cepas bacterianas ao crescimento em meio contendo lignina 

como fonte de carbono.  

Os experimentos foram iniciados a partir de seleção de três cepas que foram estudadas 

pelo grupo de pesquisa. A escolha partiu após resultados de procedimentos biotecnológicos 

desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, onde, estes microrganismos destacavam-se como mais 

promissoras em relação aos objetivos desta pesquisa. Sendo as cepas de Arthrobacter, a 

Klebsiella sp, (TH1) e a cepa de P. putida (a BR4) ambas denominadas por estas siglas sendo 

confirmado anteriormente, a genotipagem por testes biomoleculares. 

Estas linhagens foram cultivadas em meio mínimo contendo lignina de “processo 

organosolv” como fonte de carbono. No período compreendido nesse relatório, as bactérias 
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utilizadas foram expostas a meios com diferentes concentrações de lignina, realizando aumento 

gradativo dessas concentrações, adaptando-as ao ambiente, tornando favorável o consumo da 

lignina presente. 

Modificações na composição do meio de cultura foram realizadas visando aumentar a 

produção de biomassa, com a introdução do meio mínimo M9, e novas fontes de carbono,  

Os novos testes, voltados ao crescimento da bactéria, com e sem derivados de lignina, 

foram realizados a fim de verificar a eficiência das novas condições de cultivo (LINGER et al., 

2014). 

4.8.1 Condições do cultivo no meio de Cultura com Lignina 

Primeiramente foi necessária a preparação de uma solução de 200 mL de hidróxido de 

sódio 0,1M, produzido com 200 mL de água deionizada e 0,8g de NaOH. Em seguida, preparou-

se um estoque de lignina organosolv, dissolvendo 1g da lignina em 50 mL da solução de NaOH. 

O primeiro meio de cultura realizado possuía 100 mL em cada tubo e levados para autoclavar. 

4.8.2 Inoculação da cepa de Arthrobacter em meio contendo Lignina na concentração de 

0,5mg/mL 

Como inóculo inicial, utilizou-se 10 colônias cepa de Arthrobacter, em cada tubo com 

meio contendo lignina, e incubado shaker sob agitação em 120 rpm, mantendo a temperatura 

em 30 ºC, por 72h, conforme adaptação SHAH e KUMAR (2021). Foi realizado o repique neste 

meio mais uma vez, mas a adaptação direta no meio de concentração 0,5mg/mL de lignina não 

se mostrou promissória, ou seja, não apresentou diferenciação ou crescimento de biomassa. 

4.8.3 Inoculação cepa de Arthrobacter em meio de Lignina na concentração de 0,25mg/mL 

e 0,05mg/mL 

Foi inoculado 10 colônias frescas em meio contendo lignina na concentração de 

0,25mg/mL e 0,05m g/mL, utilizando como inóculo 500 µl do cultivo contendo 0,5mg/mL de 

lignina. Os ensaios foram realizados em duplicatas. 

A partir deste cultivo, foi observado o comportamento das cepas que apresentavam 

destaque em crescimento e realizou-se os repiques para uma passagem cruzada. Essa passagem 

consistiu em coletar 500 μl do cultivo de concentração 0,25mg/mL e adicioná-lo em um 

tubo com meio de concentração 0,05mg/mL e 500 μl do cultivo de concentração 

0,05mg/mL em meio fresco de concentração 0,25mg/mL. Também houve repique mantendo 

a concentração inicial de lignina no meio. Os resultados desse experimento foram positivos, 

apresentando crescimento de biomassa e turbidez do meio.  
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Para certificar desenvolvimento das bactérias, foi realizado análise de UV no 

espectrofotômetro, comparando o crescimento em um cultivo com 10 colônias. 

Figura 16 - Cultivo de Arthrobacter realizado em concentração 0,05mg/mL de lignina 

 

 

 

 

Á esquerda estão os tubos inoculado com 500 μl e à direita tubos inoculados com 10 

colônias frescas. 

 

 

Figura 17 - Cultivo de Arthrobacter realizado em concentração 0,5mg/mL de lignina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Á esquerda estão os tubos inoculado com 500 μl e à direita tubos inoculados com 10 colônias frescas. 
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 No experimento, em meio contendo lignina na concentração de 0,25mg/mL e 

0,05mg/mL, foi utilizando como inóculo 500 μl do cultivo contendo 0,5mg/mL de lignina, 

bem como uma inoculação com 10 colônias frescas. Os cultivos foram realizados em 

duplicata. Para o quarto repique, foram selecionados os melhores cultivos desses meios e para 

uma passagem cruzada. Essa passagem consistiu em coletar 500 μl do cultivo de concentração 

0,25mg/mL e adicioná-lo em um tubo com meio de concentração 0,05mg/mL  e  500  μl do  

cultivo  de  concentração  0,05mg/mL  em  meio  fresco  de concentração 0,25mg/mL. 

Também houve repique mantendo a concentração inicial de lignina no meio.  Os resultados 

desse experimento foram positivos, apresentando crescimento de biomassa e turbidez do 

meio. 

 

Figura 18 - Biomassa suspensa em cultivo de Arthrobacter em concentração 0,25mg/mL de lignina 

  

 

 

4.8.4 Experimento com lignina com cepas de TH1 e BR4 na concentração de 0,25mg/mL 

e 0,05mg/mL 

  Com o bom resultado da Arthrobacter, foram iniciados testes com outras duas 

novas bactérias, TH1 e BR4. Utilizando as mesmas concentrações anteriores de 

0,25mg/mL e 0,05mg/mL, a inoculação foi realizada em duplicata, partindo de 10 

colônias, em tubos com 6 mL de meio de cultura. Ambas as bactérias mostraram 

adaptação excelente, apresentando crescimento de biomassa no dia seguinte após o 

cultivo (figuras 18 e 19). 
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Figura 19 - Bactérias TH1 e BR4, respectivamente, no dia seguinte após a inoculação em cultivo de 

concentração de 0,25mg/mL, ao lado de um tubo de controle 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Bactérias BR4 e TH1, respectivamente, no dia seguinte após a inoculação em cultivo de 

concentração de 0,05mg/mL, ao lado de um tubo de controle 

 

4.8.5 Experimento com lignina com cepas de TH1 e BR4 na concentração de 0,6mg/mL  

Logo em seguida, fez-se aumento da concentração de lignina no meio, subindo-a para 

0,6mg/mL, e repicando as bactérias dos meios anteriores para este. Notou-se que a TH1 

e BR4 que estavam em meio de concentração 0,5mg/L de lignina, se adaptaram ao novo 

meio mais concentrado no teor de lignina.  
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Figura 21 - Biomassa de Arthrobacter e TH1 em meio de concentração 0,8 mg/mL 

 

 Dois repiques foram realizados nesta concentração, e então houve aumento para 

0,8mg/mL na concentração de lignina. Neste meio novo, o repique foi realizado em triplicata. 

O crescimento das bactérias apresentou-se promissor após troca do meio. 

 

Figura 22 - Biomassa de Arthrobacter, (TH1) Klebsiella sp e (BR4) P. putida em meio de concentração 

0,8mg/mL de lignina 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.8.7 Avaliação do consumo de fragmentos de lignina por extração com solvente Orgânico 

Uma extração com solvente orgânico foi realizada para posterior análise de por HPLC 

(UltiMate LPG-3400SD, Thermo Scientific); visando avaliar o consumo de fragmentos de 

lignina pelo microrganismo. Para essa extração, foram selecionados um cultivo de cada uma 

das três bactérias. A partir de cada cultivo, foi coletado 1mL de meio e pipetado em microtubo 
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de centrifuga de 1,5mL (eppendorf), essas extrações foram realizadas em duplicata. Em 

seguida, os tubos foram centrifugados por 1 minuto e 30s à 12,000 xg em eppendorf, havendo 

a formação de um pellet, com cautela, foram pipetados 400 µl do meio para um novo eppendorf 

e nele foi adicionado 400 µl de acetato de etila, em sequência os eppendorfs foram agitados. 

Após isto, foram centrifugados novamente por 1 minuto e 50s a 12,000 xg. Resultando em uma 

fase orgânica, na área superior, com o solvente (acetato de etila) e outra, na área inferior, com 

o meio. Adaptação baseado no artigo de SHAH e KUMAR (2021). 

Ao final, pipetou-se a fase com o acetato de etila em outros novos eppendorfs e levados 

à capela, com as tampas abertas, para secar todo o solvente. O processo de secagem durou 

5h30min. 

4.8.8 Resultado da análise dos fragmentos da lignina por HPLC 

Os cromatogramas das bactérias BR4, TH1 e Arthrobacter, respectivamente, apontam o 

desaparecimento dos picos, indicando a degradação dos compostos.  

Este experimento piloto foi importante, pois auxiliou ao estabelecimento de 

metodologia analítica à licores de lignina.  

 

Figura 23 - Resultado da separação cromatográfica 

 

Legenda:  A linha 1 refere-se ao controle; linha 2, em azul, é o resultado para BR4; linha 3, em vermelho, 

refere ao resultado da TH1; linha 4 em azul claro o resultado da Arthrobacter; e a última linha em rosa é um 

padrão utilizado para definir cada pico presente. Os eixos Y e X desses cromatogramas correspondem a 

(unidades de mili-absorbância) por tempo (minutos), respectivamente. 
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4.8.9 Curva do crescimento das cepas bacterianas em meios com lignina 

A fim de identificar as fases de crescimento das bactérias, foi executada uma 

análise d a  c u r v a  no espectrofotômetro UV/vis onde se define as variações de absorbância 

por um tempo determinado. A medida a absorbância do meio, o comprimento de foi 600nm. 

 Um pré cultivo foi realizado com 72h de antecedência. Para a análise, foram usados 

nove erlenmeyers de capacidade 125mL para fazer 60 mL de meio, sendo uma triplicada de 

cada bactéria, com concentração 0,6mg/mL de lignina organosolv no meio mínimo (M9). A 

inoculação dos meios iniciou às 8h, utilizando 3 mL do pré cultivo em cada erlenmeyer. Após o 

cultivo, as análises seguiram de 1h em 1h e depois a cada 2h. No dia seguinte, houve 

continuação das análises, começando a partir das 8h da manhã e ocorrendo periodicamente a 

cada 4h.  

 
Figura 24 - Gráfico das análises feitas no espectro de UV, apresentando as curvas de crescimento 

 

Legenda:  Em azul:  BR4; em laranja: TH1; em cinza: ARTHROBACTER. Os eixos Y e X desses 

cromatogramas corresponde a unidades de absorvância a (OD600) por tempo (horas), respectivamente. 

BR4: 8h às 9h (fase lag); 9h às 11h (fase exponencial); 11h às 13h; (fase 

exponencial);13h às 15h (fase exponencial); 15h às 17h (fase estacionária); 17h às 19h (fase 

estacionária); 19h às 8h (fase exponencial). 

 TH1: 8h às 9h (fase lag); 9h às 11h (fase exponencial); 11h às 13h (fase exponencial); 

13h às 15h (fase estacionária); 15h às 17h (fase lag); 17h às 19h (fase lag); 19h às 8h (fase de 

declínio).  

Arthrobacter: 8h às 9h (fase lag); 9h às 11h (fase exponencial); 11h às 13h (fase exponencial); 

13h às 15h (fase exponencial); 15h às 17h (fase estacionária); 17h às 19h (fase estacionária); 

19h às 8h (fase de declínio).  
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 Ao analisar os dados apresentados no gráfico percebe-se que o crescimento dos 

microrganismos fim de se obter informações da fase exponencial da bactéria, a leitura da 

absorbância do meio de cultivo (M9), o comprimento de foi 600nm (MADIGAN et al., 2016). 

 (BR4): A curva de crescimento do isolado da cepa (BR4) P. putida indicou que a 

bactéria fez um leve declive nos primeiros 60min que foi cultivado, representando a adaptação 

das células do microrganismo absorvendo este novo meio de cultivo permanecendo em seu 

período da fase lag, evoluindo subsequente nas 4h seguintes onde a bactéria reagiu na  com 

maior metabolização celular, ou seja,  entrando em sua fase exponencial , e subsequente se 

mantendo na fase estacionária por um período médio de 12h. 

 (TH1): O isolado do bacilo, antes dos testes biomoleculares denominada (TH1) 

Klebsiella sp, indicou o início de sua fase exponencial, acontece nos primeiros 60min cultivo, 

permanecendo assim em média de 4h seguidas, entrando em fase estacionário por mais 1h, 

aumentando gradualmente em tempo médio de 6h, iniciando posteriormente, sua fase de 

declive.  

 (Arthrobacter): Esta cepa iniciou sua fase de lag nos primeiros 60min, fazendo sua 

metabolização primária em ascendente exponencial por média de 4h; aumentando 

gradualmente por mais 5h, entrando em seu período de declive. 

 

4.8.10 Estoque das linhagens das cepas adaptadas ao cultivo em meio de lignina 

O primeiro passo, foi o preparo da solução estoque da “lignina organosolv”, na 

concentração de 0,25mg de pó de lignina por mL de água deionizada, e partir desta solução foi 

ajustado o pH em 7,5 com adição de solução de hidróxido de sódio com auxílio de pHmetro.  

 Para o estoque das cepas adaptadas com o cultivo de lignina, foi utilizado como meio o 

glicerol à 60%, adicionando 4mL do estoque de lignina e 6 mL de glicerol. Esta mistura foi 

autoclavada e em seguida, distribuídas em tubo criogênico com rosca externa (2 mL) estéreis 

acrescendo alíquotas de 1mL das cepas que se mostravam mais promissoras neste estudo, sendo 

elas: Arthrobacter, a Klebsiella sp, (TH1) e P. putida (BR4), e armazenadas no freezer -80°C.  

Em relação às bactérias, inoculou uma colônia em meio contendo lignina (0,25mg/mL) 

e incubou em shaker à 30 ºC 100 rpm por 48h. Retirou 1mL dessa cultura e colocou em um 

tubo criogênico previamente preenchido com a solução de glicerol 60%, e agitado o tubo no 

vórtex por aproximadamente 20s, em sequência o tubo criogênico foi armazenado no freezer -

80 ºC. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

As análises realizadas neste estudo a partir de diversas bactérias isoladas a partir da 

coleta nos solos, permitiram identificar novas linhagens de estudo e identificações de 

microrganismos, as cepas pertencentes ao gênero P. putida apresentaram maior destaque por 

sua eficiência para a produção de PHA. As linhagens estudadas nesta pesquisa confirmam o 

quanto esta cepa é produtora. Exemplificando as cepas que foram denominadas: BR2, BR4 pois 

estas foram confirmadas que também eram pertencentes ao gênero. 

De acordo com os resultados obtidos, pode se afirmar que foram isoladas linhagens de 

microrganismos identificados como pertencentes ao gênero Pseudomonas, bem como o 

destaque de diversas bactérias isoladas de solos apresentam eficiência para a produção de PHA, 

como foi demonstrado nesta pesquisa, os dois isolados foram capazes de produzir altos teores 

de polímero a partir de fontes de carbono utilizadas como a glicose e o glicerol. 

Os meios de cultura utilizados foram assimilados pelos microrganismos testados, 

compreendendo a preferência pelo consumo de glicerol como fonte de carbono para a produção 

de PHA, enquanto o melhor corante foi o Nile Blue A, entretanto, outros fatores podem ser 

considerados à busca pelo aumento nesta produção como, por exemplo, deve colocar-se que os 

elementos que podem induzir estresse ao microrganismo produtor, com alta capacidade. O 

cálculo médio de acúmulo neste estudo, foi de 78% polímeros em seu peso seco. 

A caracterização química-fisica por espectro UV-vis a partir do ensaio ácido crotônico 

convertido em biocrotônico com a cepa (BR4) P. putida, atingiu o pico determinado de 

hidrolização conforme literatura referenciais, o que confirma que as condições de cultivos em 

e acréscimo de substratos de carbono fornecidos foram adequadas 

O espectro de FTIR representa o trecho característico de monômeros, os resultados 

confirmaram a produção de PHA biogênicos extraídos na presente pesquisa, sendo comparável 

com o espectro de FTIR para os polímeros de PHA. 

As resinas de PHB no estudo confirmaram a capacidade de produzir embalagens a partir 

da resina de PHB, sem necessidade de investimento em equipamentos operacionais específicos, 

viabilizando o desenvolvimento de biopolímeros, pois sua aplicação é um nicho amplo 

crescente.  

Em relação ao uso de lignina comercial como fonte de carbono o estudo confirmou a 

possiblidade do acúmulo de PHA na linhagem da (BR4) P. putida, em meios contendo glicerol 

e sacarose como fonte de carbono. Se mostrando favorável com as bactérias testadas, realizando 
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aumento gradativo dessas concentrações, adaptando-as ao ambiente, tornando favorável o 

consumo da lignina presente. 

5.1 Contribuições 

O bioplástico desenvolvido a partir de PHA seria um substituto ideal de plásticos 

convencionais, não só devido sua descartabilidade rápida, e sim por sua rápida capacidade de 

decomposição no meio ambiente, sem deixar resíduos tóxicos. 

Outras atividades foram realizadas envolvendo a organização e o funcionamento do 

laboratório. Primeiramente foi realizado a organização geral do inventário, na plataforma digital 

QUARTZY, e a cada aquisição de produtos novos, o inventário era atualizado.  

Foram realizadas cotações com diversas empresas e revendedores a fim de auxiliar na 

compra de reagentes, consumíveis e equipamentos para o laboratório 

Também aconteceram atividades e treinamentos com os alunos de graduação e pós-

graduação integrantes do laboratório com a intenção de auxiliar nos projetos de pesquisas e para 

a aprendizagem de técnicas e métodos de pesquisa. 

5.2 Trabalhos futuros  

O Brasil possui uma grande diversidade climática, o que favorece desenvolvimento de 

vários microrganismos naturais, permitindo a seleção de várias cepas, por meio de cultivos 

visando sua capacidade de acúmulo em PHA. Também por meio da celulose que possuem a 

capacidade de bioconversão em substrato para a matéria-prima.  

A produção em larga escala de biopolímeros sustentáveis poderia impulsionar 

crescimento e desenvolvimento econômico e industrial do país, pois há vasta vantagens em 

nosso país, por possuirmos a maior biodiversidade mundial, bem como capacidade tecnológica 

para a produção de biopolímeros.  

O nosso país está entre os maiores produtores de cana-de-açúcar, reforçando para a 

importância de investimentos e pesquisa em subprodutos industriais, considerados resíduos, 

tais como melaços de cana-de-açúcar fermentado, papel, azeites com a utilização de culturas 

mistas, tendo a capacidade de produção sem a adição de solventes orgânicos. Fator relevante 

para sugestões de estudos futuros para testagem de outras fontes de carbono, assim como 

diferentes condições de cultivo para aumentar a produtividade das cepas de trabalho. 

Estudos sobre a aplicação da lignina como recurso flexível sustentável como fonte de 

carbono, devem ser explorados, podendo este recurso ser uma alternativa como recurso de 
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menor custo, tanto para produção de biopolímeros, bem como o desenvolvimento para o 

combustível sustentável. 

Outro fator importante para sugestão é a utilização novos processos de extração do 

biopolímero por solventes não tóxicos, além de aplicação com extração por solventes com 

viabilidade mais econômica para a indústria. 

5.3 Restrições e limitações no projeto 

Conforme embasamento teórico científico nesta pesquisa em conjuntura com as 

atividades práticas neste projeto, o destaque limitante para a produção dos biopolímeros a partir 

de PHA em larga escala ainda é o elevado custo, tanto em investimento dos reagentes, solventes 

orgânicos, gastos energéticos incluindo recursos humanos e tempo na produção. 

Porém as vantagens apontadas da produção e uso do PHB, solucionaria questões do 

meio ambiente, contribuindo também com a geração de empregos no campo e indústria. 

De qualquer forma, há uma forte pressão da sociedade e políticas públicas em relação a 

sustentabilidade, neste sentido há necessidade de realização de pesquisas sobre bioplásticos, 

pois a substituição dos polímeros convencionais está num futuro bem próximo.  
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ANEXOS 

Anexo 1 – Resultados do sequenciamento das bactérias 

Sequenciamento 16S PP: P. putida 

 

CACGNGACVCACGTGBCGGTKCACTTAKTGCGTTAGCTGCGCVACT-

AAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGMTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATC

CTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGG

TGTTCCTTCCTATMTCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTA

GCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACAAACCA

CCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTG

GCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGWCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCC

TTCCTCCCAACTTAAANGTGCTTT-ACAATCC-GAAGACCTT-CTTCACACAN--

CGCGGGGTGGCTRGATCWBGNNCTTYCRYYAATKGBCCAATATKCCCCACTGCTGCSTHHGGTAGG

AGKCWKGWCMGWGTCTCRGTTCCAGYSTGRSTGATSMTTCTCWCASWGSARWGAYAGAKYRCCG

CCKWGGGKGAGYGRTAWYTCCCYGTRWAKMGSTRAWAYGMSTAGAKYTMGKYWWGGWAACW

CCMGYGSCGAAGGCSACCWSCTGKMCYSMYAYTGACACTKACGGYGCKAAASCGTGGKGKRGCA

AACAGGSWTTMGCMTMCCCTTGGTAGYCYWCGCCKKAAACSAKKYCMMCTYASCSYTGGATCTK

KGARATTTTWKYGSSCMSMYYAACRAMAATTWAKCTKACGCYGGSRGYACSGCCSCWARKTTAY 

 

Figura 25 - Análise do alinhamento de sequência obtido por BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

visando a identificação da cepa P. putida 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI 
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Sequenciamento 16S BR1: Mycolicibacterium 

 

TACTTCATGCRGTMGCTACGGCACGGANCCCTTCGAAGGRTACT-

NCNNCKAGTRSCGAMCGNNNNNGGYGWGGACTACCTGGGTNATCTRNYCCTGTT

CGYTNSSMYAMGCYTTCGCTMCTCAGCGTCWRWTACYGMMYATGAKCMYCGSC

TTCNNNGYCRCCGGTGNAAAGCTTTTSCBCCTGATATN---CTGCG-CATWYCACC--

GCTRCASSRGGAATKCCAGTCTMCCCTGNNCAGTACT-

CTAGTCTGCCCGTATCGBCCGCMCGCCCACAGTTAAGCTGTGAGTTTTCAC-RAA--

CAACGCGACAAACCACCTACGAGCTCTTTACGCCSAGTAATTCCGGACAACGCTC

GGACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTGGCCGGYCCTTCTTCTGC

ACATACCGTCACTTGCGCTTCGTCTGTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCC

GCCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTRCAGATATTCC

CCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGWATCTCAGTCCNCAGTGT-

GGCCGGTCACNCCTCTCA-GGACGGCTACCCGTNCGTCGCCTTGGTAGGMTAT-

TACCCCACCAACAAGCTGATAGAGCCTCGGGCCCAGTCACACACGNCGCAAAAG

CTTTGCGACCTACTSGACCANTGAAGKCCGATGATCATATT-CAGAATTNAG-

AGCCAGB-ATTCCCAGGKCTTTATCCCMMTAAGTGCAGGGCCAGACTCAWCCCA-

CGTGNNTTACTCASMCTKGKGTKCGYCACTCBAGCTTACCCCNGSAAGGCCCSTT

TCCGTTAWCGA-CTTGYATGTGWASYCTTAAGCACGCCGCCA-GCYKTCNG 
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Figura 26 - Análise no software Geneious Visando a identificação da cepa BR1 – Mycolicibacterium 

 

Fonte: elaboração própria através do site BLASTn NCBI 

 

Sequenciamento 16S BR2: Pseudomonas (igual a BR4) 

TGCGTTAGCT-

GCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGYTGACATCNGGTTACGGCGTG

GACTACCAGGGTATCTAATCCTSTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAG

TATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGCGTTCCTTCCTATATCTACGCATTT

CACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTCGCCAGTTTTG

GATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCT

ACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTC-

TGTATTACCGCGGCTGCTGGCACRGAGTTARCCGKTG 
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Figura 27 - Análise no software Geneious Visando a identificação da cepa BR2: Pseudomonas (igual a BR4) 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI  

 

Sequenciamento 16S BR3: Pseudomonas (igual a BR5) 

CTGACNTSATACGTGNNASTCATCGCGTTAGCTGCGCGACTGATATCTCAAGGAT

CCCAACGACTAGTCGACATCGTTTACGGCGCGGACTACCAGGGTATCTAATCCTG

TTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTC

GCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCAC

CACCCTCTACCGTACTCTAGWCAGGCAGTTATGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCC

CGGGGATTTCACATCCATCTTACCAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAA

TTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTA 
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Figura 28 - Análise no software Geneious Visando a identificação da cepa BR3: Pseudomonas (igual a BR5) 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI.  

 

Sequenciamento 16S BR4: Pseudomonas (igual a BR2) 

 

TCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCAC

TGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCC

TCTACCGTACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGG

CTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCG

ATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGG 
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Figura 29 - Análise no software Geneious Visando a identificação da cepa BR4 – Pseudomonas (igual a BR2) 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI  

 

Sequenciamento 16S BR5:  Pseudomonas (igual a BR3) 

 

TGACSTTGTAGC-

GGTATAGCTGCGAGCACTGATATCTCAAGGATCCCAACGACTAGTCGACATCGTT

TACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCT

CAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATC

TACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGACA

GGCAGTTATGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCATCTTAC

CAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTTC

GTATTACCGCGGMTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCT 
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Figura 30 - Análise no software Geneious Visando a identificação da cepa BR5 – Pseudomonas (igual a BR3) 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI  

 

Sequenciamento IST BR6: Trichosporon (fungo) 

 

GCATGCCTGTTTCAGTGTCATGANCTCTCRRCCACTAGGGTTTCCTAATGGAACGG

ATGAGCCGGTGNNNCTG-

DATTHCNNAMYAGACMTTMATRWCARAGTTGCTAASTNTTTTWAKGADAGCGA

GCAGAAATCGCAGACGCCCAAATCTAATCCHTTRGRGAANCCTTGTGGTYGAGA

KYTTGDRRMATTAWAACARKNCTGGNCTGNAARMGGCCRGRKTACKCGCTGA-

CTTWAGCADAHAHA 
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Figura 31 - Análise no software Geneious Visando a identificação da cepa BR6 – Trichosporon (fungo) 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI  

 

Sequenciamento 16S BR7: Gordonia 

 

CGMTACCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCGTTATACCCAGAGCCCGCTTCCCCCG

GGTCCCTCAACCTGCACTTTCCCGCACCCGGATTCCAGTCCCCCTGAGACCCAGCT

CCCCGTATCGCCTGCACGCCTGCAATTGAGTTGCAGAATTTCACAGACGACGCGA

CAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAGTAATTCCGGACAACGCTCGCACCCTA

CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTGGCCGGTGCTTCTTCTCCAGGTACCGT

CACTTCCGCTTCGTCCCTGGGGGATTAGGTTTACAACCCGAAGGCCGCCTCCCTC

ACGCGG 
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Figura 32 - Análise no software Geneious Visando a identificação da cepa BR7 - Gordonia 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI.  
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Sequenciamento 16S TH1: Klebsiella 

 

CACAACCTCCAAATCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCT

GTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTT

CGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTA

CCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGC

CCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTA

ATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAG

CCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATCGGTGAGGTTATTAACCTCACCGCCTT

CCTCCCCGCTGAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCASACRCGCGGCNNA

TGGSTGCRTCAKGTCTGSGNNNNTGCCTGATGGWGSGGKATW----

ACTRCTGGATACGGTAGCTAATWCYGCATARYGTCTCAGGACCNNAGTGKGGGA

CCTTCTGGNNTCATGCTCTCAGATGTGCCCAGMTAGGGATCRKCKGGTAGGTGAG

--GTAACGGCTCACCTASTMGMYGATCCCTAKCTGG-NNCNTCTGAKAGGATGA---

CCN-AG-----CCACACTGGACCTGMGACRCGATGCAG-

ACTANCTACSGGAGGCAGYAGTGGGGAATATTGCWCAATCAGGCAG---

CGCAGRCATGATKCAGCCRT—

GCCGCGTGTGWGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAA

GGCGGTGAGGTTAATAACCTCACCGATTGACGTTACCCCGCAGAAGAAGCACCG

GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA

ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCC 
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Figura 33 - Análise no software Geneious Visando a identificação da cepa TH1 - Klebsiella 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI  
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Sequenciamento 16S TH2: Microbacterium 

 

GGAATAGGACCCCACAACTAGTTCCCAACGTTTACGGGGTGGACTACCAGGGTAT

CTAAGCCTGTTTGCTCCCCACCCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACGGCCCAGAGA

TCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAG

GAATTCCAATCTCCCCTACCGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTGCAGGCCCGA

GGTTGAGCCTCGGGATTTCACAGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTAC

GCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC

GTAGTTAGCCGGCGCTTTTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTAA

AAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTTGCTGCATCAGGC

TTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTG

TCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGACGCCTT

GGTGAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGCCCATCCCCAACCGA

AAAATCTTTCCAAACGCAGACCATGCGGTCACGTCACATATCCAGTATTAGACGC

CGTTTCCAGCGCTTATCCCAGAGTCAGGATCA-

GTGGCGMACGGGTGAGTMACACGTGMGCAANCTGMYCCTGACTCTGGGRYAAG

CKCTGGAAACGGCGT-

CTAATACTGGATATGTGACGTGACCGCATGGTCTGCGTTTGGAAAGATTTTTCGG

TTGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGG

CGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAG

CCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTT

TAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCGCCGGCTAACTA

CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGG

CGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGCTCAAC

CTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAAT

TCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGG

CAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAG

GCTTAGATACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCC

ATTCCACGGATTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGG 
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Figura 34 - Análise no software Geneious Visando a identificação da cepa TH2 - Microbacterium 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI.  
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Sequenciamento16S TH3: Isoptericola 

 

GGRTCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTCCACTTCGGG

ATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGAGCCTGCATCGCATGGTGTG

GGTTGGAAAGTTTTTCGGTGGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGG

GGTGATGGCCTACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCC

ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA

TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCT

TCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAG

AAGATGCGSCRCCTAACTACGTGCCA-GCAGCCGC--

TNAYACSTAGTGCGCAANCGTTNTACGGCAT-N--

GGACKACCAGRGTATCKAATCCTGTNNGTCGCGNCN---NNN---

TCCCSATGCTTTCGCTC---

CTCAGCGTCAGTTGCGGCCCAGAGACYWGMSTKCGCCATCGG-NN-TG---

TTCCTCCTGATAKCTGCGCATTSCACCGMTANCACCAGGAATTCCAGTCWCCSMT

ACCGCACTCTAGTCT---

GCCCGTACCYGATGCWNAGCCCGAGSKTGAGCCTCGGGATTTCACACCAGACGC

GA-

CAGACCGCCTACGAGCTCTTTACGYCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTA

CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTA—

GCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTGCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGT

TTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCC

CATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGT

CCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGACGCCTTGGTAGGC

CATCACCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGCCCATCCCCCACCGAAAAACTT

TCCAACCCACACCATGCGATGCAGGCTCATATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCAA

GGCTTATCCCGAAGTGGAGGGCAGGTTGCTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCAC

TGATCCACCCAGCAAGCTGGGCTTCACCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCC

GCCAGCGTTCGTCCTGAGCAG 
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Figura 35 - Análise no software Geneious Visando a identificação da cepa TH3: Isoptericola 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI.  

 

Sequenciamento IST TH4: Candida (fungo) 

 

GAGGTCGATTTGGAAGAAGTTTTGGAGTTTGTACCAATGAGTGGAAAAAACCTAT

CCATTAGTTTATACTCCGCCTTTCTTTCAAGCAWGCCTGTTTGAGCGTCATYKCTC

--CCTCAAACCCTCGGGTTTGRTGNNGAGMGATNACGCTNNNNNAGGYTTGCNN-

TTGAAA-N—

GAAAGGCGGAGTRTAARCTAATGGATAGGTTTTTTCCACTCATTGGTACAAACTC

CAAAACTTCTTCCAAATTCGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA

GCATATCAATA 
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Figura 36 - Análise no software Geneious Visando a identificação da cepa TH4 – Candida (fungo) 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI  
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Sequenciamento 16S TH5: Bacillaceae 

 

CMGTCTCTCGGCSSTRWMTGTATTGTASTKAACGTCGGCACTAAGGGTATCGAA

WMCCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATC

CTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTATAGGCCAGAAAGCCGC

CTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATT

CCGCTTTCCTCTCCTACACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGA

GCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAA

TAATTCCGGACAACGCTTGCCCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT

AGCCGGGGCTTTCTCGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCTTATTCAAACGGCACT

TGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACAATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGC

GTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTA

GGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCT

ACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCAGG

CCCATCTGTAAGTGGTAGC--N-------N-N-NT-CNTGCA-N-CGAG-GAGTGATA-G-KC-

-NNNG--TT--CNN-

GGNNGCTTGTGGATCTAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCT

GTAAGACGGGGATAACTSCGGGA-----

NAACCGGAGCTAATRCCRGMTAAACCTTTAKCTCGCATGAGCTGAAGTTGAAAG

GTGGMGCAAKCTACSWCTTACAG--ATGG-

GCCTRCGGSTCAYTAGCTAGTTSGTGAGSTANCNGCTCAMCAAGGCGACGATGCG

TAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCYMSACTGGNATGACTGAGACACGGC-

CCAGACTCCKACGTGAGGCAGCAGTAGGGAA-

TCTTCGGCAATGGACGAAAGTYTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGT

TTTCGGATTGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTTGAATAAGGC

GGCACCTTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC

GCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAAWTTATTGGGCGTAAAGCGCG

CGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCSGTGGAGGGT

CATTGGAAACTGGAGACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGCGGAATTCCACGTGTAG

CGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGS

YCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAGCGTGGGAGCAAACAGGATTAGATACCST

GRTAGTCCACSCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTKTTAGGGTTTCGATACCTTTAGT

GCCGACGTTAACACATAGCACTCCGCCWRAGAAGTACGGCCCGCARGGYTRAAA

CTCRAKKGAAATKTGSARCGGYA 
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Figura 37 - Análise no software Geneious Visando a identificação da cepa TH5 - Bacillaceae 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI  
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Sequenciamento TH6: Bacillus 

 

CGGTCTACTCGGCGCTRWGCTGTATTGTASKKAACGTCGGCACTAAGGGTATCGA

AWMCCCTAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAAT

CCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTATAGGCCAGAAAGCCG

CCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAAT

TCCGCTTTCCTCTCCTACACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTG

AGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCA

ATAATTCCGGACAACGCTTGCCCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT

TAGCCGGGGCTTTCTCGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCTTATTCAAACGGCAC

TTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACAATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGG

CGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGT

AGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGC

TACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACTTCAGTCGAGCKAGYKAATGMGCSGC

AGGNCCWTC--

TGKAAGNNTGTGGAGCTAGCGGCGAACGGGTGAGYAACANCKYAKGCGASCTGC

CTGTA-

AGACGGKAATARCTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGWCAAACCTTTAGCTCG

C-NATGAG--NCTGA--AGTTGAAAGGTGGNN-

CGCAAGCTACCACTTACAGATGGGCCTGCGSNCG---

CAYTAGCTAGACGGTGNAKGTA—

ACGGCTCACCAAGGCGACRATGCGTAGCCGACCTGAGAAGTGATCGGCCACACT

GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGG

CAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGA

TTGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTTGAATAAGGCGSCMCCT

TGACGGTACCTAACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGTAAT

ACGTAGGGGGCAAGCKTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGSSGTT

TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCMCGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGG

AGACTTGAGTGTAGARAGGAAAGCGGAWTTCCACGTGTAGCGTGAAATGCGTAG

AGATGTGAGAACMCCAKKGCGAGGCGGCTTTCTGGCCTWAACTGACGCTGAGCG

CGAAGCGKGGGAGMAACAGGATARWACCTGGTAKCCACCCKAACRTGATSTAGT

GTAGGKTTCGWACTTAGKSCRMGTACMATAGCMTCCGCTGGRAKMGSCSCAGKT

AAAYWRARAWTTSRSG 
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Figura 38 - Análise no software Geneious Visando a identificação da cepa TH6 - Bacillus 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI. 
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Anexo 2 – Resultados das árvores filogenéticas do sequenciamento 

Figura 39 - Resultado do sequenciamento - árvore filogenética BR1 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI. 
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Figura 40 - Resultado do sequenciamento - árvore filogenética BR2 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI. 
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Figura 41 - Resultado do sequenciamento - árvore filogenética BR3 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI. 
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Figura 42 - Resultado do sequenciamento - árvore filogenética BR4 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI. 

 

 

Figura 43 - Resultado do sequenciamento - árvore filogenética BR5 
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Figura 44 - Resultado do sequenciamento - árvore filogenética BR6 

 

Fonte: Elaboração própria através do site BLASTn NCBI. 
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Anexo 3 - Embalagens produzidas por PHB 

Embalagem é um recipiente destinado a contenção, armazenamento, conservação e 

transporte de um produto. Os requisitos técnicos relacionados as propriedades das embalagens 

dependem do tipo de produto a ser embalado, associado às necessidades adequadas para este 

fim. A matéria-prima selecionada para o desenvolvimento de embalagens para fins alimentícios 

ou farmacêuticos deverá seguir os critérios de protocolos da Anvisa, constando a garantia e 

controle de qualidade devidamente assinada (BRASIL, 2010; FONSECA, 2014). 

O PHB é um material que possui características físicas de rigidez, instabilidade térmica 

a alto ponto de fusão (Tf = 180 °C) e temperatura de transição vítrea (Tg) de cerca de 5 °C, 

possui alta cristalinidade e apresentam resistências a impactos e tração. Sendo estas 

características muito semelhantes à de polímeros convencionais, estas embalagens podem ser 

utilizadas em micro-ondas e freezer (FONSECA, 2014; COSTA, 2013). Além disso, tais 

materiais podem ser moldados por injetora, sopros, rotomoldagem, termoprensagem e extrusão 

para fabricação de peças termoformadas, como tampas de frascos, brinquedos, canetas, frascos 

de alimentos ou para produtos cosméticos. Para a indústria automobilística pode ser aplicado 

por métodos em extrusora (PLÁSTICO, 2012; COSTA, 2013). 

Kloss (2007) em sua tese, apresenta uma relação de produtores industriais de polímeros 

biodegradáveis, aplicações e materiais envolvidos na produção. (1) Bayer produzidas de 

Poliéster de amida com aplicações em filmes e chapas; (2) Biotec. Desenvolvido a partir de 

amido bioplástico, também citada nas mesmas aplicações da Bayer, (3) Novamont, utilizando 

Amido /policaprolactona (PCL), sendo aplicado na função de manta protetora em 

vasos/plantações; (4) PHB Industrial que utilizam os processos de produção de 

Polihidroxibutirato (PHB) a partir de bactérias, sendo os produtos resultantes, utilizados em 

embalagens, tubetes de reflorestamento, dentre outras aplicações produzidas por método 

operacional através de injeção, não deixando de ressaltar a empresa (5) Basf que utiliza como 

material a combinação da Ecoflex com combinado de um polímero vegetal a base de milho, 

injetando a matéria-prima resultante em sacolas plásticas em frascos para cosméticos. 

 A usina de açúcar e álcool (Coopersucar), que é destaque no Brasil, desenvolveu o 

biopolímero de PHB, denominado comercialmente como Biocycle. A constituição deste 

biopolímero procede por duas etapas, sendo a primeira por processo fermentativo, a partir da 

metabolização do açúcar para acumular o polímero e subsequente, a segunda etapa pelo 

processo de extração e purificação com adição de álcool, para o processo de secagem onde se 
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obtém o produto sólido para o posteriormente realizar o processamento para embalagens 

(VELHO, 2006; FONSECA, 2014). 

 A Figura 46 mostra as resinas de produção de PHB industrial da empresa Coopersucar 

nomeada comercialmente por Biocycle. 

 

Figura 45- Resinas de PHB industrial da Biocycle 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        Fonte:https://agencia.fapesp.br/plastico-biodegradavel-de-acucar-esta-pronto-para-escala-industrial (2012) 

Em um estudo de caso exploratório aplicado sobre embalagens convencionais e 

embalagens biodegradável na região de Marília/ São Paulo, enfatizou que a entrada no mercado 

industrial de polímeros biodegradáveis será inevitável, pois há uma forte pressão social, 

relacionado ao meio ambiente e sustentabilidade. O apontamento da indústria é que deverão ter 

estudos de adaptação de aditivos e pigmentos para a produção operacional dos polímeros 

biodegradáveis. Este mesmo estudo, apresenta uma análise realizada através do site da empresa, 

de PHB citada acima, “a Biocycle”. A Usina apresenta vantagens significantes, quanto ao 

comparativo com outras indústrias, devido a utilização da sacarose, proveniente da cana-de-

açúcar, sendo esta matéria-prima, o recurso utilizado pela indústria. No entanto, a usina aponta 

que as questões relacionadas a objeção na produção deste tipo de biopolímeros, são os custos 

elevados no processo envolvido (COSTA, 2013).   

Bugnicourt et al (2014) em seu estudo descreve as características diferenciadas de PHA 

se tratando de um material de qualidade em suas propriedades de barreira e resistência 

mecânica, quando comparadas a outros tipos de bioplásticos como o PLA.  O processamento e 

adição de aditivos sob medida do PHB, apresentam a processabilidade por extrusão ou 

moldagem mais aprimorados, destacando-os no adentramento comerciais como de embalagens 
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alimentícias. Na área da saúde o biopolímero de PHB tem maior indicação, devido seu 

monômero ser compatível com o sangue e tecidos, tendo a capacidade de metabolização normal 

no sangue humano, sua estrutura é mais flexível e transparente, sendo interessante em 

aplicações de suturas cirúrgicas em tecidos, vasos sanguíneos e implantes, sendo reabsorvidos 

pelos órgãos e tecidos (BUGNICOURT et al.,2014). 

Outro fator relevante de impacto ambiental vantajoso na produção de polímeros 

biodegradáveis, está relacionado com a degradação desta matéria-prima. 

O ciclo de vida final da embalagem produzida de PHB, é a degradação por meios de 

microrganismos vivos, transformando a matéria-prima em água, gás carbônico e ricos 

nutrientes para o solo. Caso a embalagem seja descartada fora do ambiente apropriado para o 

descarte, a degradação ocorrerá em período médio de alguns meses ou poucos anos para 

degradação completa, ou seja, período relativamente importante em comparativo com as 

embalagens provenientes do petróleo, cuja degradação acontecerá em média de centenas de 

anos (COSTA, 2013; FONSECA, 2014). 

Desenvolvimento de protótipos com matéria-prima de PHA importada 

Nesta etapa, ampliamos a pesquisa com recursos da FAPESP, onde foram importados 

amostras de resinas de PHA da empresa fabricante profissional e exportador de matérias-primas 

denominada: Hebei BaoXiangHang Plastication products Co.,Ltd China, cujo predecessor da 

indústria, é a planta de plástico Hebei Shenghe, com o objetivo de desenvolver frascos pilotos, 

injetando as amostras exportadas que se encontravam em formatos de esferas, em máquinas 

operacionais tipos sopradoras, em colaboração com a empresa parceira: ND Plásticos Indústria 

e Comércio que atua no mercado com desenvolvimento de plásticos convencionais.  

O objetivo deste teste foi avaliar a capacidade deste tipo de resina de PHA no 

modelamento um protótipo desenvolvido e a partir deste protótipo, realizar testes 

manipulativos, afim de avaliar as características físicas e químicas, assim como estabilidade, 

durabilidade e biodegrabilidade do bioplástico. 

A amostra da matéria-prima (PHB) para teste primário foi importada da China e 

desenvolvida em uma Máquina Sopradora (Rogeflex 1lt) Himaco da Marca Oriente, em 

parceria com a Indústria e Comércio de plástico Ltda. A ND Plásticos fica localizada na cidade 

de São Carlos – São Paulo. O modelamento do protótipo foi feito a partir do molde disponível 

de uso cotidiano, ou seja, pré-forma já definida da ND Plásticos, através do processo de 

fabricação por uma máquina que recebe pré-formas para Injeção e Sopro, com capacidade para 

2L, rosca de 60 mm. 
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Para o processo do material biodegradável, foi realizado o ajuste do cabeçote de 

temperatura no cabeçote da máquina para 170 ºC (SPINOLA; 2018). A peça escolhida para 

molde foi de um frasco pequeno e um frasco maior, semelhante a uma embalagem de xampu, 

com a pretensão de realizar o teste do biopolímero importado, em vias de verificar a 

aplicabilidade dos potes em amostras de fórmulas de cremes de manipulação para uso fácil e/ou 

corporal, avaliando a durabilidade e/ou fragilidade, estabilidade térmica, possível degradação e 

resistência do frasco para uso final pelo consumidor. 

O quadro 4 expõe a descrição das propriedades da resina de PHB, conforme fornecido 

pela empresa. 

 

Quadro 4 - Descrição das propriedades da resina de PHA 

Resina de PHA - exportada da China 

Propriedades Métodos de teste Condições do teste Unidade Valor do teste 

Gravidade específica ASTM D-792 23°C g/cm3 1.27 

Coeficiente de fluxo ASTM D-1238 190°C/2.16K g/10min out/30 

Resistência à tração ASTM D-638 23°C,50mm/min Kgf/cm2 680 

Alongamento ASTM D-638 23°C,50mm/min % 12.5 

Força de impacto ASTM D-256 23°C, Notched 1/8” Kg-cm 8.5 

Força de flexibilidade ASTM D-790 23°C,15mm/min Kgf/cm2 620-650 

Distorção de 

temperatura 
ASTM D-648 1820kpa °C 70 

Fonte: Dados fornecidos pela empresa. 

Calorimetria Varrimento Diferencial 

Foi utilizado o equipamento de calorimetria diferencial de varrimento DSC-

60/SHIMADZU para avaliar as variações das propriedades térmicas do “biopolímero 

exportado, revelando suas propriedades termodinâmicas, medindo as taxas de calor com a 

emissão dos sinais analógicos que correspondem às funções lineares. Este método de ensaio 

apresenta a consistência em aquecer uma amostra,  afim de determinação da Temperatura de 

Fusão (Tm) foi realizada a partir da análise de taxa de temperatura partindo de 10 ºC até 400 

ºC, seguindo as etapas de aquecimento/ resfriamento/ aquecimento, o intervalo de tempo no 

equipamento, se seguindo em valores constantes, de 10 ºC/ min, em atmosfera de nitrogênio, 

(vazão de 50,0 mL/min) calculando-se as médias, procedido de varreduras para comparação 

(FRANSSON; BÄCKSTRÖM, 1985; MACHADO et al., 2010). 

As medidas são: a absorção, estabilidade térmica, entropia e ainda o grau de 

cristalinidade de um polímero através da quantificação do calor associado à fusão do polímero. 

(A) e temperatura (T), respectivamente (FRANSSON; BÄCKSTRÖM 1985; SPÍNOLA, 2018). 
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A temperatura de transição vítrea (Tg) do polímero de PHB é de aproximadamente 5 °C e a 

temperatura de fusão (Tm), de 175 °C (MACHADO et al., 2010). O equipamento utilizado para 

fazer o DSC está ilustrado na Figura 47. 

 

Figura 46 - Equipamento de calorimetria diferencial de varredura 

 
Fonte: Imagem do acervo do grupo de pesquisa: equipamento para realização de calorimetria diferencial 

de varrimento (DSC-60/SHIMADZU). 

 

Para meios comparativos e dois suportes de amostras, foi adicionado os grânulos de 

resina (PHA) provindo da China, sendo este o material de referência em análise, repetindo a 

testagem com o segundo material onde intencionalmente se aderiu a amostragem (vazio) que 

foi denominado como material inerte. Afim de registrar as informações sobre as transições do 

calor envolvido, identificando assim, as propriedades termodinâmicas da amostra inerte 

(SPÍNOLA, 2018).  

O teste de (DSC) possibilitou verificar as transições térmicas da amostra, determinando 

a temperatura de fusão alcançada, e variações calorífica da amostra em estudo, propriedades 

termodinâmicas e o grau de cristalização da matéria-prima (SPINOLA,2018). 

A caracterização em termos de propriedades térmicas com avaliação da temperatura de 

fusão (Tm) (Figura 20 DSC), parâmetro interligado ao potencial de aplicações T do polímero, 

conforme ilustrado o PHA obtido na figura 20: consta o teste (fig. A) e (fig. B), que se trata 

do gráfico do autor referencial POP et al (2018). 
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Figura 47 - Resultado do teste DSC (Fig. A) e (Fig. B) que é o gráfico da amostra referencial 

   

1ºparâmetros relatorial obtido: [Detector: DSC-60] Pico= 57,69 C; Início = 46.62 C; Endset = 

69,59 C; Calor -22,18mJ; -9,36 J/g 

2ºparâmetros relatorial obtido: [Detector: DSC-60]; Célula: Alumínio; Peso da amostra: 

2,370 [mg]; Peso molecular: 0,00; [Pico DSC] = 76,77C; Início = 74,12 C; Endset = 79,66 C; 

Calor -0,71mJ -0,30 J/g.  

3ºparâmetros relatorial obtido: [Detector: DSC-60] = 110,80C; Início = 106,86 C; Endset = 

114,37 C; Calor -6,27mJ; -2,65 J/g  

Fonte: Autor - resultado do teste DSC (Fig. A) 

 

Fonte: gráfico da amostra referencial (Fig. B) 

DSC thermograms for PLA/PHA/BambooFill filament 

and print samples. [Color figure can be viewed at 

wileyonlinelibrary.com] 
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4ºparâmetros relatorial obtido: [Detector: DSC-60] Pico = 106,86 C; Início = 108,59 C; 

Endset = - o.01 C; Calor -0.00mJ; -107,69 J/g 

5ºparâmetros relatorial obtido: [Detector: DSC-60] Pico = 289,67 C; Início = 277,71 C; 

Endset = 325,19 C; Calor; -177,12mJ; -74,73 J/g 

O grau de cristalinidade (Xc) do polímero foi determinada a partir da relação entre a.g entalpia 

de fusão da amostra (∆Hm) e a entalpia de fusão de P(3HB) 100 % cristalino, 142 J.g (TSUJI; IKADA, 

1996), sendo calculado a partir da Equação:  

∆Hm =entalpia de fusão da amostra (J.g) 

∆Hc = entalpia de cristalização da amostra (J.g) 

∆Hm 0= entalpia de fusão considerando o polímero 100 % cristalino (J.g) 

Para P(3HB) ∆Hm 0= 142 J.g (TSUJI; IKADA, 1996). 

 

 Através do ensaio de DSC os valores obtidos, a temperatura vítrea (Tg) foi atingida no 

pico de 57,69 ºC, a temperatura de fusão (Tm) é de 106.86 ºC, se mantendo em temperatura 

de cristalização Tc até 110,80 ºC; O pico endotérmico, que corresponde a temperatura de 

gradação do biopolímero em 289,67 ºC, confirmando a temperatura de fusão média do 

bioplástico de PHB, conforme referenciado por Machado, 2010. Não foi possível observar o 

pico exotérmico no gráfico entre a transição vítrea.  

Protótipo resultante de PHB do molde por sopro  

Foi desenvolvido um frasco, tipo xampu, com tampa, pesando 33,43 g; e um frasco 

pequeno tipo embalagem para álcool em gel, que pesou, em média, 10,55 g.  

A tampa desenvolvida e utilizada para os frascos foi de resina comum, PP. 

Os resultados da testagem operacional pelo processo de sopro confirmaram a fabricação 

das resinas de PHB no molde no protótipo escolhido, sob mesmas condições de fabricação do 

polímero não renovável, não necessitando de molde específico escolhido.  

As características do protótipo desenvolvido, também são as mesmas de outros 

polímeros a base de petróleo, mantendo a transparência, flexibilidade a impacto e rigidez na 

superfície. 

A propriedade mecânica se mostrou boa em relação à impactos de queda livre de 

aproximadamente 2 metros de distância, comportando 30 mL de solução, em média. A tampa 

adotada para o frasco é um polímero comum (Figura 49). 
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Figura 48 - Protótipos desenvolvidos 

Fonte: autoria própria 
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Anexo 4 – Artigo: análise de mercado do composto derivado da biomassa vegetal 

lignocelulósica-álcool coniferol 

Autores: Claudinéia Moreira de Almeida; Fabio Marcio Squina;  

Márcia Féldreman Nunes Gonzaga 
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Resumo: Uma excelente oportunidade para o Brasil se destacar na economia e na produção científica é 

aproveitar os recursos renováveis que o país dispõe, como a biomassa lignocelulósica, nesse contexto, 

as transformações biotecnológicas são apropriadas do ponto de vista ecológico e ambiental, permitindo 

transformação de recursos naturais renováveis em produtos com altos valores comerciais. E um 

composto digno de representar esses materiais lignocelulósicos é o álcool coniferol (AC), que é uma 

biomassa vegetal lignocelulósica sintetizado pela via bioquímica do fenilpropanóide nas plantas, sendo 

promissor para o desenvolvimento econômico e mitigação de impactos ambientais, ainda, é um 

composto com alto valor de mercado. Objetivos: Visando contribuir para impulsionar a realização dos 

propósitos relacionados ao desenvolvimento sustentável, desenvolvimento econômico e mitigação de 

impactos ambientais, o objetivo dessa pesquisa foi analisar o potencial mercadológico do composto 

químico (biomassa lignocelulósica) AC e seus derivados. Método: Trata-se de uma revisão integrativa 

da literatura. Preliminarmente foi realizada pesquisa bibliográfica em livros, artigos científicos e em 

documentos publicados em bases de dados online. Sequencialmente foi realizado coleta de dados sobre 

as empresas que vendem o AC, nas próprias plataformas das empresas fornecedoras. Esses dados foram 

estudados no intuito de obter informações relevantes sobre as empresas que já vendem os compostos 

e/ou seus derivados, especificação do produto, a quantidade que fornecem dos produtos e quais os preços 

que estão praticando no mercado, como também, o país que as empresas estão localizadas, endereço, e-

mail e telefone. Conclusão: O mercado do AC parece ser restrito, não há evidências concretas na 

literatura de aplicações claras do uso direto do coniferílico e nem de produtos que o utilizam em suas 

formulações. Laboratórios de pesquisa são os principais consumidores do AC e/ou seus derivados. 

Todavia, existem descrições de transformações químicas do coniferol que resultam em compostos com 

alto valor agregado do produto. Sendo assim, existe uma abrangente oportunidade de negócio, tratando-

se de exploração na cadeia de valor de moléculas derivadas do coniferol. Por exemplo, para síntese de 

princípios ativos e fragrâncias a partir desse composto. Palavras-chave: Biomassa lignocelulósica; 

Álcool coniferol; Bioeconomia; Desenvolvimento sustentável; Lignina. 

 

Abstract: An excellent opportunity for Brazil to stand out in the economy and scientific production is 

to take advantage of the renewable resources that the country has, such as lignocellulosic biomass. In 

this context, biotechnological transformations are appropriate from an ecological and environmental 

point of view, allowing transformation of natural resources renewables in products with high 

commercial values. And a compound worthy of representing these lignocellulosic materials is alcohol 

coniferol (CA), which is a lignocellulosic plant biomass synthesized by the biochemical pathway of 

phenylpropanoid in plants, which is promising for economic development and mitigation of 

environmental impacts. It is also a compound with high market value. Objectives: Aiming to contribute 

to the achievement of purposes related to sustainable development, economic development and 

mitigation of environmental impacts, the objective of this research was to analyze the market potential 

of the chemical compound (lignocellulosic biomass) CA and its derivatives. Method: This is an 

integrative literature review. Preliminarily, bibliographical research was carried out in books, scientific 

articles and documents published in online databases. Sequentially, data was collected on the companies 

that sell the AC, on the supplier companies' own platforms. These data were studied in order to obtain 

relevant information about companies that already sell the compounds and/or their derivatives, product 

specification, the quantity of products they supply and what prices they are practicing in the market, as 

well as the country that companies are located, address, email and telephone. Conclusion: The CA 

market seems to be restricted, there is no concrete evidence in the literature of clear applications of the 

direct use of coniferylic, nor of products that use it in their formulations. Research laboratories are the 

main consumers of AC and/or its derivatives. However, there are descriptions of chemical 

transformations of coniferol that result in compounds with high added value for the product. Thus, there 

is a wide-ranging business opportunity, dealing with exploration in the value chain of molecules derived 

from coniferol. For example, for the synthesis of active ingredients and fragrances from this compound. 

Keywords: Lignocellulosic biomass; Coniferol alcohol; Bioeconomy; Sustainable development; 

Lignin. 

 

INTRODUÇÃO 
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Um dos principais desafios globais consiste em modificar o presente modelo econômico de 

desenvolvimento, os quais estão apoiados e fundamentados no uso do petróleo, gás e carvão (fontes 

fósseis) e que desconsideram a preservação do meio ambiente (FOLEY et al., 2011). Para tanto, será 

necessário pensar em inovações tecnológicas, visando uma produção e consumo de fontes mais limpas 

e seguras, isto é, ser capaz de garantir um sistema econômico mais sustentável (AQUILANI et al., 2018). 

A ONU acredita que a população global cresça 16% chegando a 8,6 bilhões até 2030 

(AGÊNCIA EFE, 2017). E associado ao aumento populacional e os desafios que essa demanda gerou, 

devido as utilizações exageradas dos recursos naturais, a dependência dos recursos fósseis, e a crescente 

urbanização de que resulta sua degradação, existem incertezas em uma escala global relacionadas às 

mudanças climáticas, necessitando uma mudança de paradigma para o desenvolvimento mundial 

(FOLEY et al., 2011). 

E esse modelo contemporâneo deverá preservar a biodiversidade, tencionando diminuir a 

poluição, como também o desperdício de água e as emissões de gases do efeito estufa (FOLEY et al., 

2011), e isso deve ser apoiado no uso sustentável de recursos obtidos a partir de fontes renováveis 

(HEIJMAN, 2016). 

Existem diversos tipos de biomassas, as de natureza lignocelulósica destacam-se dentre elas, 

pois são formadas por estruturas duras e fibrosas, compostas majoritariamente pelos polissacarídeos 

celulose e hemicelulose, entremeados por outra macromolécula formada por álcoois aromáticos, a 

lignina. E essa última se encontra unida por ligações covalentes e de hidrogênio (SANTOS, 2011). 

O vocábulo em latim lignum quer dizer madeira, de onde se originou a palavra lignina, que é 

um polímero derivado de unidades fenilpropanóides denominado C6 C3, podendo ser designada de 

unidades C9, sendo um dos componentes essenciais dos tecidos de gimnospermas e angiospermas, são 

originarias da polimerização desidrogenativa do álcool coniferílico e ocorrem em vegetais e tecidos 

vasculares, atua no transporte de água, nutrientes e metabólitos, também é encarregada de proteger os 

tecidos contra o ataque de microrganismos e nos vegetais é responsável pela resistência mecânica 

(SALIBA et al., 2001). 

A lignina é a maior fonte de polímeros aromáticos de natureza fenólica, e ocupa a posição de 

segunda fonte de macromolécula orgânica vegetal mais abundante da natureza de matéria-prima natural, 

atrás da celulose, e está presente em todos os vegetais, apresentada estruturalmente como uma 

macromolécula fenólica amorfa, de estrutura complexa, heterogênea, tridimensional, com alto teor de 

carbono. A estrutura da lignina é fundamentada em três diferentes precursores: álcool sinapílico, álcool 

p-cumarílico, e o álcool coniferílico (SOUTO et al., 2015). 

Nesse segmento, essa molécula, lignina, apresenta aplicações como, por exemplo, na produção 

de produtos aromáticos, adesivos e como substitutos fenólicos em resinas, essas características mostram 

que a lignina pode se tornar uma valiosa matéria-prima renovável para a indústria química brasileira 

(SANTOS, 2011). 
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Porquanto, para o país, uma extraordinária oportunidade para se destacar na economia e na 

produção científica é aproveitar os recursos renováveis que o Brasil dispõe, nesse contexto, as 

biotransformações são apropriadas do ponto de vista ecológico e ambiental, e se mostram como 

ferramentas importantes para a transformação de recursos naturais em produtos com altos valores 

comerciais. 

À vista disso, neste trabalho, avaliamos o potencial de mercado do composto álcool coniferol o 

qual pode ser produzido a partir de lignina de biomassa vegetal. Porém, este composto não é commoditie 

(produzido em larga escala para atender mercados globais), sendo assim, não é fácil conseguir 

informações comerciais do mercado dessa substância. Diante disso, a pesquisa bibliográfica e coleta de 

dados são importantes para análise desse composto, e o desenvolvimento de tecnologias para produção 

de composto químico (através de rotas biotecnológicas) a partir de resíduos agrícolas, podem trazer 

vantagens econômicas, ambientais e sociais para o nosso país. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Foi utilizado o método de pesquisa exploratória (entre os meses de janeiro a julho de 2021), e 

para subsidiar o referencial teórico, inicialmente foi realizada uma pesquisa bibliográfica em livros, 

artigos científicos e em documentos publicados nos principais motores de busca (GoogleScholar e Web 

of Science Platform), os quais contêm artigos e livros com informações relevantes sobre o AC e seus 

derivados. 

Sequencialmente foi realizado coleta de dados sobre as empresas que vendem o AC e seus 

derivados, nas próprias plataformas das empresas fornecedoras e em ferramentas de busca via web. 

Elencando as empresas, especificação do produto, a quantidade que fornecem dos produtos e quais os 

preços que estão praticando no mercado, como também, o país que as empresas estão localizadas, 

endereço, e-mail e telefone. E para a averiguação sobre a análise tecnológico do composto, foram 

realizadas pesquisas sobre as patentes depositadas do AC e/ou seus derivados. E foram utilizados os 

termos: Coniferil, coniferyl, coniferyl alcohol, coniferílico, álcool coniferyl, no resumo da descrição da 

invenção e a presença do termo em qualquer parte do documento, em todos os países, em sites de busca 

e bancos de dados econômicos e mercadológicos da PATFT e ESPACENET. 

REVISÃO TEÓRICA 

 

O Brasil se encontra em uma posição privilegiada, conta com vantagens comparativas capazes 

de proporcionar oportunidades excelentes com o desenvolvimento da bioeconomia, tendo a maior 

diversidade genética vegetal do planeta em seus diferentes biomas encontradas no Pantanal, Mata 

Atlântica, Cerrado, Amazônia, Pampa e Caatinga, totalizando 42.730 espécies (SILVA et al., 2018). 

O país detém um dos maiores estoques da biodiversidade do mundo, possui pluralidade de 

clima, intensa radiação solar, água em abundância, gigantesca condição de regeneração atmosférica e 
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absorção, precursor na produção em larga escala de bicombustíveis de biomassa com ênfase na indústria 

canavieira (etanol), podendo assumir a liderança no aproveitamento integral das biomassas, e têm 

capacidade para ser o mais importante receptor de recursos de investimentos no segmento de produção 

e uso de bioenergia proveniente do mercado de carbono, ainda, conforme as pesquisas científicas se 

intensificam os resultados apresentam-se disponíveis para a sociedade, e os recursos naturais existentes 

em suas regiões tornam-se gradativamente conhecidos (ASSUNÇÃ0, 2010). 

Os cultivos de grãos (soja, milho, arroz e trigo) e o de cana-de-açúcar se destacam na agricultura 

brasileira, e as principais biomassas residuais de origem vegetal disponíveis são: a palha e o bagaço da 

cana, a palha do arroz, talo com folhas do milho e a palha do trigo (SANTOS, 2011). 

É muito importante essa variedade, sendo uma fonte valiosa para a obtenção de diversos 

produtos essenciais para o setor produtivo como: biocombustíveis, antioxidantes, óleos, corantes, óleos 

vegetais, gorduras e fitoterápicos, os quais são matérias-primas em diversas indústrias como as de 

limpeza e higiene, alimentos, bebidas, cosméticos e farmacêuticos (SILVA et al., 2018). 

Nesse universo, as biomassas assumem posição estratégica na era pós-petróleo, uma vez que 

elas representam a grande fonte de materiais renováveis a serem utilizadas, e com a Química Verde, 

procura-se delinear e concretizar um novo estilo de fazer a Química Industrial, a qual pode ser 

conceituada como o projeto, o desenvolvimento, a produção e o uso de produtos químicos e processos 

que a torne tão compatível quanto possível com o ambiente e a biosfera, mais precisamente com a saúde 

e o bem estar dos seres humanos, e de modo a garantir a sustentabilidade da civilização no futuro 

(ASSUNÇÃ0, 2010). 

Existem diversos tipos de biomassas, as de natureza lignocelulósica destacam-se dentre elas, 

pois são formadas por estruturas duras e fibrosas, compostas majoritariamente pelos polissacarídeos 

celulose e hemicelulose, entremeados por outra macromolécula formada por álcoois aromáticos, a 

lignina. E essa última (lignina) se encontra unida por ligações covalentes e de hidrogênio (SANTOS, 

2011). 

A lignina é a maior fonte de polímeros aromáticos de natureza fenólica, e ocupa a posição de 

segunda fonte de macromolécula orgânica vegetal mais abundante da natureza de matéria-prima natural, 

atrás da celulose, e está presente em todos os vegetais, apresentada estruturalmente como uma 

macromolécula fenólica amorfa, de estrutura complexa, heterogênea, tridimensional, com alto teor de 

carbono. A estrutura da lignina é fundamentada em três diferentes precursores: álcool sinapílico, álcool 

p-cumarílico, e o álcool coniferílico (SOUTO et al., 2015). 

Nesse segmento, essa molécula, lignina, apresenta diversas aplicações como, por exemplo, na 

produção de produtos aromáticos, adesivos e como substitutos fenólicos em resinas, essas características 

mostram que a lignina pode se tornar uma valiosa matéria-prima renovável para a indústria química 

brasileira (SANTOS, 2011). 

Nos últimos anos o foco em debates tem sido sobre bioeconomia sustentável e inovadora no 

qual está em uma ascensão global de forma expressiva em diversos países, na generalidade, diversas 
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nações dão ênfase ao elaborarem suas estratégias de bioeconomia na exploração dos recursos biológicos 

renováveis (biomassas), no uso de conhecimentos científicos e tecnológicos e no desenvolvimento, e 

tendo como alicerce a promoção do desenvolvimento sustentável (MCTIC, 2018). 

Para a agricultura brasileira, a bioeconomia tem sido vista como uma oportunidade de utilizar e 

aprimorar todo o seu potencial de produção de alimentos, fibras, energia e novos produtos, 

possibilitando um fortalecimento das relações entre as atividades do setor primário, como as atividades 

da indústria de transformação, a dos serviços e a agricultura, tornando-as segmentos de um mesmo 

processo e contribuindo para o desenvolvimento econômico (IPEA, 2017) 

O álcool coniferol é promissor para o desenvolvimento econômico e mitigação de impactos 

ambientais, e trata-se de um composto (sólido, cristalino e incolor), é monolignól intermediário na 

biossíntese de eugenol, estilbeno e cumarina, através da via bioquímica fenilpropanóide, quando 

copolimerizado com compostos aromáticos relacionados, forma lignina ou lignanas (NATIONAL 

CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2022). 

Sendo um composto com alto valor de mercado, o coniferol e sintetizado pela via bioquímica 

do fenilpropanóide nas plantas, este composto, é muito utilizado para elucidar estruturas químicas e vias 

biosintéticas, incluindo compostos derivados de ligninas e lignanas, como intermediário metabólico (LV 

et al., 2018). 

O coniferol, em produção biotecnológica como resíduos agroindustriais, tem como alternativa 

promissora para o fornecimento desse composto o baixo custo dos seus precursores. Dependente de 

fenilpropanóide, a via de síntese do coniferol, haja vista que oito enzimas são envolvidas, incluindo duas 

enzimas do citocromo P450, difíceis de expressar ativamente em microrganismos procarióticos (WANG 

et al., 2013). 

O AC tem efeito terapêutico para o tratamento do câncer e da artrite, e a silibinina usada como 

hepatoprotetora (TONG et al., 2018). Ademais, o coniferol têm potencial material de partida para a 

indústria de fragrâncias cosméticas (TRAMONTINA et al., 2020), pois é precursor dos aromas florais, 

acetato de coniferil, álcool di-hidroconiferílico, e iso-eugenol de Petunia axillaris (KONDO et al., 2007). 

E a fórmula molecular do AC está descrita na figura. 

 

Figura 1: Estrutura química do álcool coniferol. Fonte: Sigma Aldrich (2021). 

 

 

Fonte: Sigma Aldrich (2021). 
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O farmacêutico Holzminden Wilhelm Kubel identificou pela primeira vez o glicósido do álcool 

coniferol em 1866, no entanto, somente em 1874 a produção teve sucesso pela primeira vez (TIEMANN, 

et al., 1874). Desde os estudos fundamentais de Freudenberg, o AC tornou-se o bloco de construção 

preferido para a síntese de modelos de lignina. A justificativa para tanto é que o álcool coniferílico 

glicósido pode ser usado por plantas superiores para formar lignina (HOUTMAN, 1999). 

A produção biocatalítica do coniferol, diretamente da biomassa lignocelulósica apresenta 

conversão eficiente a partir do ácido ferúlico. Isso foi observado seguindo o tratamento enzimático da 

lignocelulose para liberar e converter ácido ferúlico em coniferol, utilizando a feruloyl esterase de 

Clostridium thermocellum (XynZ), a ácido carboxílico redutase de Nocardia Iowensis (NiCAR) e a 

aldo-ceto redutase de Coptotermes gestroi (CgAKR-1). Um processo de biodegradação-

biotransformação é representado nesse sistema, oferecendo-se, com isso, o potencial de agregar valor 

aos resíduos agroindustriais, trata-se de uma estratégia inédita para a produção de produtos químicos 

finos de alto valor dentro do contexto de uma biorrefinaria de biomassa vegetal (TRAMONTINA et al, 

2020). A figura apresenta a atividade e uso de compostos derivados da biomassa vegetal por meio do 

bloco de construção coniferol intermediário. 

 

Figura 2: Coniferol como plataforma para produtos químicos de alto valor. 

 

 

Fonte: Tramontina et al. (2020). 
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Quanto ao seu potencial farmacológico, o álcool coniferílico não foi diretamente encontrado 

como principal ativo de fármacos em comercialização, entretanto, foi observado que ele é um 

intermediário para a obtenção de compostos químicos, os quais são princípios ativos de alguns fármacos. 

Como, por exemplo, ele pode ser usado para fornecer a podofilotoxina que se tornou em produtos 

químicos com mais demanda desde a descoberta de sua propriedade antimitótica (GORDALIZA et al., 

2004). 

O AC pode ser usado para obter o pinoresinol, e esse por sua vez é o terceiro maior componente 

do azeite de oliva (SPERRY et al., 2010). Na indústria cosmética, o AC pode ser encontrado na 

composição da máscara em gel e em perfumes, por apresentar um odor balsâmico, e pode ser utilizado 

como fixador ou solvente em fragrâncias (TRIANA et al., 2019). 

Outro derivado do coniferol, o aldeído de coniferol, em meio aquoso é sugerido para a imitação 

do aroma de bordo, baunilha e todo tipo de caramelo (por apresentar gosto de caramelo), e tem um odor 

balsâmico. E o álcool coniferílico fornece, por redução, o eugenol, que pode ser usado como modificador 

em fragrâncias de cravo, de ylang ylang, madressilva, de tuberosa e narciso, e ainda é usado nas 

composições aromáticas da baunilha, chocolate e creme-caramelo. E o eugenol também é um 

componente do medicamento Pulparthrol, sob a forma de solução de uso dentário, indicado para o 

tratamento de canais e gengivites (ARCTANDER, 1969). 

Além de tudo, o eugenol é o principal constituinte do óleo de cravo (Syzygium aromaticum; 

Myrtaceae), usado como um anestésico odontológico e como flavorizante (SPERRY et al., 2010). Bem 

como, está presente em alguns enxaguantes bucais, desodorantes, eau de parfum (junto com o 

isoeugenol), pasta de dente (junto com o isoeugenol e a vanilina) e aromatizante em produtos de 

limpezas (GORDALIZA et al., 2004). 

E o eugenol é dos principais precursores da vanilina, o qual é um aromatizante amplamente 

utilizado em alimentos, bebidas, perfumes e fármacos (DAUGSCH et al., 2005). 

No entanto, apesar de ter sido localizado um bom número de aplicações dos AC e seus 

derivados, existem poucos estudos sobre as possíveis modificações estruturais que podem ser feitas com 

esse composto. 

 

Busca por patentes 

 

Para o parecer sobre a análise tecnológica do composto AC, foram efetuadas buscas de patentes 

utilizando os termos: Coniferil, coniferyl, coniferyl alcohol, coniferílico, álcool coniferyl, no resumo da 

descrição da invenção e a presença do termo em qualquer parte do documento, em todos os países, em 

sites de busca e bancos de dados econômicos e mercadológicos da PATFT e ESPACENET. O quadro 

exibe a quantidade de patentes, as plataformas que foram localizadas. 
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Quadro 1: Quantidade de patentes, plataformas. 

 

Empresas que praticam relações comerciais 

 

Foram localizadas 12 empresas que comercializam o composto e/ou seus derivados. Os produtos 

são vendidos em diferentes quantidades e especificações, e os valores são diferentes entre as empresas 

nas mesmas quantidades. 
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Quadro 2: Empresas fornecedoras do álcool coniferol. 

 

E o quadro traz a relação das empresas que já vendem os compostos (e/ou seus derivados), 

especificação do produto, a quantidade que fornecem dos produtos e quais os preços que estão 

praticando no mercado, como também, o país que as empresas estão localizadas, endereço físico, 

endereço eletrônico, e-mail e telefone. 
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CONCLUSÃO 

Conclui-se com base nas patentes, nos fatos e dados apresentados pelo estudo, que existem 

oportunidades comerciais que justifique investir na produção biotecnologia do composto álcool 

coniferol e seus derivados, tanto em âmbito nacional quanto em nível internacional. 

Em análise nas amostras de patentes não foi localizado nenhum depósito que impossibilitasse o uso da 

tecnologia em questão para a produção do AC, o que viabilizaria a exploração de sua aplicação como 

uma estratégia de contorno para bloqueios legais devido a alguma patente que descreva seu modo de 

produção. 

Também, foi identificado diferentes aplicações como: obtenção de fenóis, obtenção de álcoois, 

microrganismos produtores de enzimas e os produtos das reações enzimáticas, e muitas patentes tem 

relação com a lignina as quais descrevem métodos de obtenção de coniferol através da despolimerização 

da lignina. E apesar de terem sido encontradas diversas patentes sobre o AC (e/ou seus derivados), essa 

quantidade pode ser considerada pequena levando em conta que a busca foi realizada em todos os portais 

disponíveis. Além disso, averiguando algumas patentes, foi possível observar que elas se repetem devido 

à semelhança entre as palavras e as mesmas patentes são localizadas em plataformas diferentes, e se 

fosse averiguar em pormenores, o total de patentes diminuiria consideravelmente. E observando o 

cenário de competidores principais foi verificado que poucos países fornecem o composto (e seus 

derivados) e somente foram localizadas 12 empresas fornecedoras.  

O mercado do álcool coniferol parece ser restrito, não há evidências concretas na literatura de 

aplicações claras do uso direto de coniferol e nem de produtos que o utilizam em suas formulações. 

Todavia, existem descrições de transformações químicas do coniferol que resultam em compostos com 

alto valor agregado do produto. 

Os apontamentos da pesquisa, indicam que é viável investir na produção biotecnologia desse 

composto, evidenciando que é uma excelente oportunidade para o Brasil se destacar na economia e na 

produção científica aproveitando os recursos renováveis que o país já dispõe, transformando recursos 

naturais renováveis em produtos com altos valores comerciais. Com isso, contribuindo para impulsionar 

a realização dos propósitos relacionados ao desenvolvimento sustentável, desenvolvimento econômico 

e mitigação de impactos ambientais e trazendo vantagens econômicas, ambientais e sociais para o nosso 

país. 
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Anexo 5 – Artigo: Estudo das oportunidades do mercado industrial relacionados a 

utilização de bioplásticos microbianos em substituição a plásticos derivados do petróleo 

 

 
 
 

RESUMO  
Nos últimos 10 anos, houve em todo o mundo um considerável crescimento na produção de plásticos a 

partir de fontes não renováveis, em substituição de matérias derivados de petróleo, que apresentam 

efeitos nocivos ao meio ambiente. Várias empresas apostaram no desenvolvimento dos bioplásticos, 

como por exemplo os polihidroxialcanoatos (PHA), devido a características como estabilidade, 

durabilidade, biodegradabilidade e não toxidade. Neste artigo, apresentamos uma pesquisa qualitativa 

com abordagem descritiva de caráter exploratória sobre esse tema. Para realizar a pesquisa, foram 

utilizadas publicações do portal de periódicos da Capes, a plataforma ScienceDirect, as bases de dados 

Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE) e U.S.  National Library of 

Medicine (PUBMED). Nota-se a tendência de substituição dos polímeros desenvolvidos de origem 

petroquímica por bioplástico microbianos. Para viabilizar economicamente a produção de bioplástico 

microbianos, faz se necessário pesquisas à utilização de substratos com baixo custo para a fermentação 

microbiana, redução do tempo de processo e utilização de materiais de baixa toxicidade (ou atóxicos) à 

extração dos polímeros. A produção de bioplásticos microbianos é um tema de grande relevância e 

interesse de indústrias, do governo e do mundo todo. Porém o processo de extração de bioplásticos 

produzidos por cepas bacterianas ainda é considerado de alto custo. O uso comercial de bioplásticos 

produzidos por cepas bacterianas sem dúvidas terá um grande potencial a ser utilizado como substituto 

alternativo a plásticos derivados de petróleo. Por fim, as diversas percepções debatidas ao decorrer dos 
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trabalhos analisados permitem inferir que, em relação à produção de biopolímeros sustentáveis, visando 

fabricação em larga escala pela indústria, ainda há uma grande trajetória a se percorrer.  

Palavras-chave: biopolímeros, bioplástico microbiano, polihidroxialcanoatos, extração de pha. 

 

ABSTRACT   
In the last ten years, there has been considerable growth worldwide in the production of plastics from 

non-renewable sources for replacement materials produced from petroleum derivatives, which have 

harmful effects on the environment. Several companies have invested in developing bioplastics, such as 

polyhydroxyalkanoates (PHA), due to stability, durability, biodegradability, and non-toxicity. This is a 

qualitative research with a descriptive exploratory approach on this topic. To carry out the research, 

publications from the Capes journal portal, the ScienceDirect platform, the Medical Literature Analysis 

and Retrieval System Online (MEDLINE), and the U.S. National Library of Medicine (PUBMED) 

databases were used. There is a tendency to substitute polymers developed from petrochemicals for 

microbial bioplastics. It is necessary to research using low-cost substrates for microbial fermentation, 

reducing process time, and using low toxicity (or non-toxic) materials for polymer extraction to make 

microbial bioplastics economically viable. The topic, the production of microbial bioplastics, is of 

great relevance and interest to industries, the government, and the world. However, the extraction 

process of bioplastics from bacterial strains is still considered of high cost. The commercial use of 

bioplastics will undoubtedly have great potential as an alternative substitute for petroleum-based 

plastics. However, the various perceptions discussed during the analyzed works allow us to infer that, 

concerning the production of sustainable biopolymers, aiming at large-scale manufacturing by the 

industry, there is still a long way to go.   

Keywords: biopolymers, microbial bioplastic, polyhydroxyalkanoates, pha extraction  
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1 INTRODUÇÃO  

 

No início do século 20, ocorreu uma explosão no desenvolvimento e uso de plástico na vida 

cotidiana (JUDITH et al., 2020). Os plásticos desenvolvidos à base de petróleo são utilizados 

extensivamente no cotidiano, sendo parte essencial da sociedade moderna, substituindo matérias-

primas como madeira, metal e outras aplicações industriais e médicas, devido às suas características de 

estabilidade e durabilidade (MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019). Por conta do uso em larga escala 

e pela baixa degradação do plástico, houve consequências ao meio ambiente, como o acúmulo do 

material em aterros sanitários e a poluição de oceanos. Além de gerar impactos do meio ambiente, a 

produção de plástico convencional, desenvolvido a partir de recursos de petróleo, também se faz como 

um crescente problema no mundo, devido ao fato do petróleo ser um recurso que está se esgotando: 

com os níveis atuais de consumo, espera se que todas das fontes de petróleo conhecidas no planeta 

estarão esgotadas antes do fim do século 21 (OLIVEIRA-FILHO et al., 2018; JUDITH et al., 2020).  

O grande problema em relação ao plástico advém da gestão dos resíduos, ou ao descarte destes 

produtos, observado que são produzidas mais de 300 toneladas de plástico e que aproximadamente 50% 

deste volume se volta a produtos que são descartados dentro de um ano após sua compra – o que acarreta 

em consequências ambientais à nível global (SINGH et al., 2016). A Agenda 2030 da ONU 

(Organização das Nações Unidas) traça aconselhamentos determinados como Objetivos de 

Desenvolvimento Sustentável (ODS), os quais abrangem questões sociais, ambientais, da educação, 

saúde, dentre outros, destacados na plataforma, conforme apontado em seu objetivo nº 12.5, texto que 

enfatiza quanto à geração de resíduos, a reciclagem e o consumo, meio de reciclagem, prevenção e 

reuso de embalagens (ONU, 2018).  

O Brasil é um país com alto potencial para contribuir com a sustentabilidade por possuir muitas 

reservas naturais, grande biodiversidade e variações climáticas consideráveis. Nos anos recentes, tem 

se evidenciado o esgotamento das reservas de combustíveis fósseis, se tornando necessário desenvolver 

inovações tecnológicas para a substituição dos plásticos sintéticos pela produção de plásticos 

biodegradáveis (MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019; QUINES et al., 2015). Especialistas 

pesquisadores de áreas multidisciplinares, tais como químicos, bioquímicos, biólogos moleculares, 

microbiologistas, engenheiros químicos e médicos, apostam no desenvolvimento de biopolímeros 

produzidos por fontes renováveis. (CHEN, 2010; MENDONÇA et al., 2013). O bioplástico pode ser 

definido como material plástico moldável feito de compostos químicos derivados ou sintetizados por 

micróbios, tal qual as bactérias ou plantas, sendo obtido por recursos renováveis e, em alguns casos, 

são biodegradáveis (JUDITH et al., 2020).  

O termo polihidroxialcanoato (PHA) é utilizado para se referir à família de poliésteres de 

origem microbiana, produzidos biotecnologicamente a partir de fontes renováveis. Os PHA são 

acumulados por microrganismos como materiais de reserva de carbono e de energia. Este tipo de 

bioplástico vem sendo pesquisado há mais de 70 anos, tratando-se de um material biológico importante, 
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semelhante à composição dos plásticos derivados de petróleo, entretanto, sendo sustentável e 

biodegradável e considerado promissor (WANG; CHEN, 2017).  

O PHA, além de ser biocompatível e biodegradável, não são tóxicos, sendo comercializado por 

muitas empresas, como matéria-prima em forma de pellets ou em pó, e estes são provenientes de 

microrganismos e suas propriedades, são semelhantes aos polímeros sintéticos. São comercializados 

para aplicações como por exemplo nas áreas médicas, como películas e suturas, também em frascos 

para cosméticos, possibilitando, assim, novas tecnologias para vários campos da indústria. 

(MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019) 

Com descrito na figura abaixo, a fórmula geral do PHA é composta por múltiplas unidades, ou 

seja, unidades de ácigrupos: o hidroxialcanoatos de cadeia lateral curta (PHA – scl), constituídos de 3 

a 5 monômeros C6 C14; Os hidroxialcanoatos de cadeia média (PHA - mcl) que variam, em média 6 a 

14 monômeros de carbono; Os hidroxialcanoatos de cadeia longa (PHA – lcl), cujo os monômeros 

contém mais de 14 átomos (DELGADO  2015.; LI.; et al 2016.; CHOONUT 2019). Os materiais 

moldáveis desenvolvidos de PHAs incluem plásticos biodegradáveis para fins de embalagem que não 

agridem o meio ambiente, fibras, implantes biodegradáveis e biocompatíveis, transportadores 

de liberação controlada para drogas ou fármacos, biocombustíveis, na fermentação industrial, etc (Chen, 

2010).  

 

Os desafios apontados pelas indústrias de biopolímeros estão relacionados à competição com 

os plásticos derivados do petróleo. Para tornar estes plásticos mais competitivos, nota-se a necessidade 

da redução dos custos para sua produção, que estes possuam características superiores ou semelhantes 

às apresentadas por alguns dos tipos de plásticos convencionais e possuírem aplicações com alto valor 

agregado, como é o caso do uso para aplicações médicas (QUINES et al., 2015). Assim o presente 

trabalho se justifica pela importância de conscientização da sociedade quanto ao tema, bem como para 

reforçar quanto à necessidade de investimento em pesquisas científicas com apoio governamental e por 

meio de empresas privadas, apostando em inovações no desenvolvimento tecnológico das indústrias. 

Além disso, a produção em larga escala de biopolímeros sustentáveis poderia impulsionar crescimento 

e desenvolvimento econômico e industrial do país.  
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MATERIAL E MÉTODO  

 

A partir da problemática levantada, o objetivo da pesquisa foi realizar um estudo teórico com 

abordagem em método descritivo e exploratório, baseado na busca de pesquisas elaboradas por outros 

autores especializados no assunto, trazendo o conhecimento cientifico sobre a produção e aplicação de 

bioplásticos microbianos. Para realizar a pesquisa, foram utilizadas publicações do portal de periódicos 

da Capes, a plataforma ScienceDirect e as bases de dados Medical Literature Analysis and 

Retrieval System Online (MEDLINE) e U.S. National Library of Medicine (PUBMED). O 

levantamento dos artigos científicos nas bases de dados aconteceu no ano de 2021. A busca de artigos 

se deu a partir das palavras-chave: Production biopolymers, Microbial bioplastic, 

PolyhydroxyalKanoates (PHA). Quanto ao critério para seleção dos artigos, optou-se por investigar as 

publicações internacionais e nacionais, analisando, em seguida, a pertinência, relevância e elegibilidade 

para o tema.  

Na coleta e análise dos dados foi construído um quadro investigativo dos artigos, sobrepondo 

as seguintes etapas: (1) identificação do tema; (2) identificação dos principais objetivos; e (3) 

interpretação dos resultados encontrados nos artigos. Foram excluídos os estudos que não abordassem 

a temática relacionada ao objetivo desta revisão. Para seleção dos artigos, foi realizada pesquisa pelas 

palavras-chave em cada uma das bases de dados – etapa que caracterizou a primeira fase da seleção. A 

segunda fase foi determinada por meio da leitura dos títulos e resumos e a terceira fase foi composta 

pela leitura dos artigos completos. Ao final da busca, foram selecionadas 22 produções científicas para 

o desenvolvimento da introdução e resultados desta pesquisa. O fluxograma da busca nas bases de 

dados encontra-se nesta revisão integrativa. 

Quadro 1 – Estratégias de busca detalhada no portal de periódicos Capes, ScienceDirect, BVS – 

Bireme: bases de dados Medline, PubMed, respectivamente 
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Quadro 2 – Artigos Selecionados 
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2.DISCUSSÃO TEÓRICA  

 

A análise da literatura na área permitiu tecer variadas observações acerca do  bioplástico, 

referindo-se às possibilidades do seu uso e implicações pertinentes Observa-se que os artigos 

investigados tomaram metodologias distintas, e por isto,  os resultados encontrados variaram desde 

exposições técnicas e teóricas acerca do  bioplástico, PHA (CHEN, 2010; JUDITH et al., 2020; 

MOZEJKO-CIESIELSKA et al.,  2019; PINSKY et al., 2017), análises de diferentes processos 

existentes para sua produção  (DE SOUZA REIS et al., 2020; MADKOUR et al., 2013), à exploração 

de técnicas e  métodos para a identificação, estimativa quantitativa e caracterização de PHA em vias 

de  uma produção mais econômica (GODBOLE, 2016).  



150 
 

De acordo com as colocações dos autores, os PHA identificam-se enquanto biopolímeros 

versáteis, tendo variadas aplicações nas indústrias farmacêutica, da biomedicina, alimentos, embalagens 

e outras, sendo biodegradáveis, podendo ser produzidos de forma sustentável e ecológica, 

desenvolvidos com matérias-primas renováveis ou resíduos industriais (DELGADO et al., 2015). É 

evidente que os PHA e tecnologias relacionadas formam uma cadeia de valor industrial (CHEN, 2010).  

Desta maneira, o desenvolvimento de PHA é justificado por ao menos três pontos:  a escassez 

de petróleo para materiais plásticos, a redução de emissões de CO e proteção ambiental (CHEN 2010).  

A dificuldade no custo de produção do PHA afeta a sua aplicação como alternativa 

biodegradável aos plásticos convencionais. Pesquisas em desenvolvimento na área de bioprocessos e 

novos recursos bacterianos, pode contribuir na produção economicamente viável de PHAs.  

Podem ser realizados diferentes processos, que fazem uso de bactérias, para a produção de 

PHA. Neste âmbito, tem se investigado a adoção de culturas puras, pelo seu potencial em valorizar 

subprodutos residuais como matéria-prima de baixo custo. Há expectativa de que as ferramentas de 

biologia sintética auxiliem no aumento da eficiência da produção de PHA, bem como pesquisas na 

produção de PHA utilizando culturas microbianas mistas (MMC) e diversos substratos de resíduos, com 

o objetivo de reduzir os custos nos processos operacionais. (KOURMENTZA et al., 2017).  

O bioplástico produzido deve possuir robustez, ser biocompatível com opções de tratamento de 

superfície, permitindo redução do atrito e do desgaste (SINGH et al., 2015).  Os monômeros que devem 

ser explorados para usos médicos, até agora são apenas, os PHAs de cadeia curta, constituída por 3-

hidroxibutirato (3HB) e seus derivados foram estudados, mais monômeros devem ser testados para 

eficácia médica. As proteínas deligação à superfície PHA, (PhaP) dentre outras, podem ser 

desenvolvidas em um sistema de purificação de proteína ou em ferramentas de distribuição de drogas 

ou fármacos específicos. Mais aplicações baseadas nessas proteínas devem ser desenvolvidas (CHEN., 

2010, p. 18).  

Os PHA são desenvolvidos por vários tipos de cepas de bactérias e são acumulados como 

grânulos, na presença em excesso de uma fonte de carbono, como exemplo a glicose, ácidos graxos, 

ácidos láuricos e sacarose (GODBOLE, 2016; WANG et al., 2017). Estes PHA são produzidos por 

bactérias gram-positivas e bactérias gram-negativas, sintetizadas espontaneamente com armazenagem 

intracelular de carbono e de energia. A acumulação de grânulos no citoplasma bacteriano pode chegar 

em até 90% do peso seco da célula (MADKOUR et al., 2013; MENDONÇA et al., 2013; MARTÍNEZ 

et al., 2016; MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019).  

Micán e colaboradores (2017), em pesquisa desenvolvida na Universidade de Colômbia, 

realizaram estudos sobre a produção de PHA com três espécies de Pseudomonas e substratos de baixo 

custo apresentam viabilização econômica para o processo tecnológico. Para os autores, para tornar a 

produção de biopolímeros competitiva do ponto de vista ambiental, tecnológico e econômico, devem 

ser utilizados resíduos agroindustriais como o amido de tubérculos, como batata e mandioca na 

produção de PHA, para que estes sejam reaproveitados. O autor concluiu que atualmente as correntes 
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ainda não são valorizadas pelo setor industrial que poderiam ser utilizadas para a produção de 

biopolímeros (MICÁN et al., 2017).  

Oliveira-Filho e colaboradores (2019) obtiveram sucesso em aumentar o potencial industrial da 

Pseudomonas sp. Cepa LFM461 através da produção de copolímeros de polihidroxialcanoatos (PHA) 

contendo P3HB (polihidroxibutirato) e (PHA de cadeia média) P3HAmcl (OLIVEIRA-FILHO et al., 

2019).  

A nível mundial, uma das cepas mais pesquisadas é a Ralstonia eutropha, em específico a do 

tipo de poli-hidroxibutirato (PHB), devido à sua capacidade de produzir grandes quantidades de PHA, 

obtendo uma porcentagem de 80% do peso seco da bactéria (DELGADO et al., 2015). Este é o 

microrganismo conhecido com a maior produção de PHA, sintetizando poliéster quando o nitrogênio 

de sua fonte nutricional é limitado (MICÁN et al., 2017). Apesar disto, se faz importante avaliar outros 

tipos de microrganismos e elaborar-se outros estudos com foco na melhoria do desempenho e 

em realizar uma maior produção de bioplástico (MICÁN et al., 2017).  

Em todo o mundo, várias empresas vêm apresentando projetos de produção e industrialização 

de bioplástico a partir de PHA. Historicamente, tem-se Lemoigne, no ano de 1926, que apresentou 

estudos com o poli-3-hidroxibutirato ou P(3HB). Citações posteriores sobre o tema são encontradas nas 

décadas mais recentes. A partir de 1980, na Áustria, notou-se a produção do P(3HB), ainda em baixa 

escala, ocorrendo até o ano de 1995; no Reino Unido, os projetos foram citados no período entre 1981 

a 1988 pela empresa ICI; nos EUA, a empresa Proctor & Gamble (P&G) apresentou projetos de PHA na 

variedade de poli (3-hidroxibutirato- co -3-hydroxihexanoato PHBHHx, em escala média proposta de 

1000 t/a, entre 1980 e 2005 (WANG et al., 2017).  

Há grandes vantagens ambientais no uso de plásticos desenvolvidos por microrganismos, 

quando em comparação aos plásticos desenvolvidos a partir de matérias-primas tradicionais com bases 

petroquímicas, porém, o custo final acaba por ser elevado, não ficando acessível à população. 

(DELGADO et al.,2015).  

São necessários mais estudos para tentar aumentar a competitividade, bem como reduzir o custo 

do processo industrial promovendo também a agilidade na produção apresentando como resultado final 

qualidade nas características e propriedades mecânicas deste bioplástico.  

Embora o polihidroxibutirato (P3HB) ou seja, este tipo de plástico biodegradável, tenha 

algumas propriedades úteis, como insolubilidade em água, resistência à umidade e boa 

impermeabilidade ao oxigênio, eles têm alguns defeitos inerentes. Por exemplo, P3HB tem um alto 

ponto de fusão (Tm) superior a 170 ° C e uma temperatura de transição vítrea (Tg) de 4 ° C, é um 

material altamente cristalino e, portanto, frágil e rígido com baixa elasticidade e a moldagem por injeção 

também é muito difícil. (WANG et al., 2017).  

Atualmente este tipo de bioplástico, são os mais estudados e de maior interesse pelas indústrias 

por motivo de suas características serem bem similares aos tipos de plásticos da indústria petroquímica 

(DELGADO et al., 2015).  
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A produção de um material de baixo custo inclui o uso de substratos com baixo preço, como 

por exemplo resíduos agrícolas e resíduos de alimentos, tais como a lignina, sucrose, ácidos graxos e 

vegetais que podem ser utilizados como fonte de carbono (WANG et al., 2017, VIEGAS 2005).  

Os métodos de extração de PHA das cepas bacterianas enfocam a necessidade de diminuir os 

custos dos reagentes utilizados, redução do tempo no processo, e nas substituições de produtos químicos 

tóxicos por produtos de baixa toxicidade e/ou preferencialmente atóxicos. O produto final deve 

apresentar propriedades biocompatíveis, além de ser biodegradável, apresentando um processo 

favorável para aplicação em grande escala na indústria, com critérios minuciosos de não comprometer 

o meio ambiente (QUINES et al., 2015).  

Os procedimentos de pré-tratamento aplicados na produção de PHA, são métodos biológicos, 

químicos ou físicos que são aplicados para que ocorra o enfraquecimento da estrutura das células, 

protegendo os grânulos de PHAs. (KOURMENTZA et al., 2017).   

Por exemplo, o processo de liofilização é o procedimento de secagem que remove a água da 

biomassa, utilizado tradicionalmente como pré-tratamento, facilitando a extração. Este procedimento 

apresenta importantes características para os passos posteriores, porém é considerada alto custo para a 

indústria. (KOURMENTZA et al., 2017).  

O processo de purificação tem objetivo de rompimento e liberação espontânea da parede celular 

dos PHAs, bem como a purificação e o rendimento do grânulo orgânico.  No processo de tratamento e 

extração e recuperação, pesquisadores descrevem a aplicação de combinação de solventes orgânicos 

tais como: clorofórmio, cloreto de metileno e acetona e álcool e adição de detergentes como como 

dodecil sulfato de sódio.  Outros solventes orgânicos utilizados são o hipoclorito de sódio, dicloroetano 

e diclorometano, acetona. Métodos mecânicos apresentam alta eficiência quando são combinados com 

métodos químicos (QUINES et al.,2015).  

A escolha dos solventes orgânicos polares como o metanol em vez do clorofórmio no 

tratamento da produção de PHB é um método viável, devido à remoção de grande quantidade de 

resíduos do processo fermentativo e pelo fato do gasto de energia para a recuperação na destilação ser 

considerado relativamente baixo. A partir do objetivo de avaliar a aplicação de diferentes tratamentos 

para processos de purificação a fim de se obter um polímero de alta pureza, a investigação de Ramos e 

colaboradores (2018) concluiu que, apesar de terem começado do mesmo material, os materiais 

resultantes de diferentes extrações eram polímeros com diferentes pontos de fusão, temperaturas de 

degradação e índices de cristalinidade. Por exemplo, os materiais obtidos na purificação do clorofórmio 

apresentavam propriedades mecânicas pobres, aparência ruim, sendo amarelados e possuíam forte odor 

gerado pelo óleo remanescente (RAMOS et al., 2018).  

A utilização de extração de PHA com solventes orgânicos é a mais adotada devido à praticidade 

na sua aplicação, devido à baixa degradação dos polímeros e à elevada pureza do produto extraído. O 

método que utiliza solventes tóxicos pode ser visto como contraditório, pois os biopolímeros resultantes 



153 
 

gerariam impacto ambiental iguais ou similares aos causados por polímeros derivados de petróleo 

(QUINES et al., 2015). 

Observa-se que as pesquisas que analisam diferentes metodologias para a recuperação e 

purificação de PHAs, utilizam métodos químicos em pelo menos uma das etapas do processo. Este 

método tem sido utilizado principalmente na etapa de recuperação ou como pré-tratamento 

(BISSACOT, 2018).  

Os métodos químicos que não usam de agentes tóxicos se mostram como alternativa 

promissora, pois não geram impactos ambientais e alcançaram percentuais altos de recuperação e 

pureza. Reforça-se para a recuperação biológica combinada com métodos químicos, pois a técnica 

carece de estudos. Ainda, a combinação deste com métodos mecânicos ou químicos auxiliaria no 

rompimento celular e na recuperação polimérica, obtendo-se percentuais mais elevados de pureza e 

recuperação (BISSACOT, 2018).  

Embora os PHA sejam reconhecidos como candidatos à produção de plásticos biodegradáveis, 

ainda apresentam limitação para sua produção em alta escala, seu alto preço em comparação aos 

plásticos convencionais, sendo necessário, para isto, buscar uma alternativa ecologicamente correta e 

economicamente justificada para produzi-lo (DELGADO et al., 2015). Observa-se que os processos de 

manufatura comercial são prejudicados por conta do alto valor. Elenca-se melhorias na engenharia 

metabólica e genética, que têm produzido cepas de micróbios, com melhora significativa no rendimento 

e na capacidade de produção e ainda consigam reduzir os custos gerais (JUDITH et al., 2020).  

Enfim, a maioria dos textos abordou o problema dos altos custos dos bioplásticos.  Nota-se 

preocupação com a viabilidade comercial do processo, tendo que o plástico produzido a partir de 

combustíveis fósseis ainda é consideravelmente mais barato.  Também deve citar-se a necessidade do 

desenvolvimento de mais estudos com o tema em busca da redução dos custos e melhoria dos processos 

de produção (BISSACOT, 2018).  

 

4 CONCLUSÕES  

 

O tema é de grande relevância e interesse de indústrias, do governo e do mundo todo, pois há 

estimativas descritas na problemática de escassez de petróleo em um período próximo, porém o 

processo para realizar a extração ainda é considerado de alto custo. O uso comercial de bioplásticos 

produzidos por cepas bacterianas sem dúvida terá um grande potencial a ser utilizado como substituto 

alternativo a plásticos derivados de petróleo, estimulando pesquisas nessa temática. Alguns fatores que 

podem ser observados, quanto à limitação do uso dos biopolímeros, se referem à toxidade média ou alta 

dos solventes químicos adotados, tendo que o objetivo final da fabricação do bioplástico é que este 

polímero seja biocompatível e biodegradável ecologicamente.  Além disto, outros fatores intrínsecos à 

produção limitam o uso desses biopolímeros, como o longo período de produção e os custos dos 

processos fermentativos microbianos.  Por fim, as diversas percepções debatidas ao decorrer dos 
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trabalhos analisados permitem inferir que, em relação à produção de biopolímeros sustentáveis, visando 

fabricação em larga escala pela indústria, ainda há uma grande trajetória a se percorrer. 
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