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RESUMO

No inicio do século 20, ocorreu uma explosdo no desenvolvimento tecnoldgico e
industrial, que afetou também o uso de plastico na sociedade. O uso em larga escala, aliado a
baixa degradacdo do plastico, induziram a consequéncias danosas ao meio ambiente, gerando
problemas ecoldgicos como o acumulo do material em aterros sanitarios e a poluicdo de
oceanos. Além do carater ambiental, a producdo de plastico convencional, desenvolvido a partir
de recursos de petréleo, também se faz como um crescente problema no mundo. O presente
trabalho teve por objetivo, triar cepas microbianas com capacidade de producdo de PHA a partir
de amostras do solo; avaliar o uso de lignina como fonte de carbono para os microrganismos
visando a producao de biopolimeros em larga escala. Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas
do biopolimeros produzidos. A producédo biopolimeros sustentaveis em larga escala € esperada
no Brasil, sendo vantajoso, a medida que favorece o crescimento e o desenvolvimento
econdmico e industrial do pais. Para os ensaios, foram planejados experimentos observando o
comportamento de diferentes cepas isoladas, identificando as classes e géneros destes
microrganismos, através do sequenciamento da regido rDNA 16S e da regido ITS,
posteriormente, foi utilizado a epifluorescéncia por uso de corantes dos microrganismos com
concentragdes distintas de fonte de carbono, utilizando os corantes de Nile Blue A e Sudan Black
B. Os métodos espectrofotométricos foram utilizados na determinacdo qualitativa dos
poliésteres das células bacterianas, o ensaio &cido crotdnico convertido atingiu o pico
confirmatorio de hidrolizacdo, o que confirma que as condicGes 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 caracteristico de monémeros, os resultados confirmaram
a producdo de PHA biogénicos extraidos na presente pesquisa, sendo comparavel com o
espectro de FTIR para os polimeros de PHA. Outros fatores podem ser considerados a busca
pelo aumento nesta producdo como, por exemplo, induzir estresse ao microrganismo produtor,
explorar largamente a aplicacdo da lignina como recurso flexivel sustentdvel como fonte de
carbono. Outra sugestdo, é a utilizacdo novos processos de extracdo do biopolimero por
solventes ndo toxicos, favorecendo a sustentabilidade e viabilidade econémica para a industria.

Palavras-chave: biopolimeros; 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. INTRODUCAO

Os pléasticos convencionais sdo polimeros produzidos com materiais sintéticos, tendo o
petréleo como base. O papel de destaque destes polimeros é notado em seu largo uso ao redor
do mundo, possuindo distintos fins. Apesar de sua extensa propagacao, se observa que estes
plasticos sdo recalcitrantes, sendo muito resistentes a degradagdo quimica ou fisica;
caracteristica que provoca preocupacao quanto as questdes ambientais e sociais, dado que nao
sdo biodegradaveis e causam acumulo crescente no meio ambiente (NOVELLI; RENE,
SAYAVEDRA, 2021; VERLINDEN et al., 2007,).

No inicio do século 20, ocorreu uma explosdo no desenvolvimento tecnoldgico e
industrial, que afetou também o uso de pléastico, inserido na vida cotidiana, na sociedade. O uso
em larga escala, aliado a baixa degradacao do plastico, induziram a consequéncias danosas ao
meio ambiente, gerando problemas ecoldgicos como o acumulo do material em aterros
sanitarios e a poluicdo de oceanos. Além do carater ambiental, a producdo de plastico
convencional, desenvolvido a partir de recursos de petroleo, também se faz como um crescente
problema no mundo (FRIDOVICK-KEIL, 2020; MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019).

Entre alternativas ao plastico de compostos petroliferos, pode se citar o bioplastico,
definido como material plastico moldavel feito de compostos de origem bioldgica ou derivados
por microrganismos encontrados na natureza, tais como: as bactérias, fungos, algas e até mesmo
plantas modificadas. O bioplastico é obtido através de recursos renovaveis e, em alguns casos,
é biodegradavel (AMORIM, 2019; FRIDOVICK-KEIL, 2020).

Estudos para a substituicdo dos polimeros plasticos tradicionais, tém incentivado,
pesquisas sobre desenvolvimento de biopolimeros de polihidroxialcanoato (PHA), sintetizados
por bactérias de géneros diferentes, encontradas no solo, em iodo ativado e até em ambiente de
alto mar dentre outros ambientes (CHEN, 2010).

O termo PHA ¢€ utilizado para se referir a familia de poliésteres de origem microbiana,
produzidos biotecnologicamente a partir de fontes renovaveis. Os PHA sdo acumulados por
microrganismos como materiais de reserva de carbono e de energia, com potencial de utilizacéo
no desenvolvimento de polimeros de origem bioldgica que podem ser usados para produzir 0s
biopléasticos. Este tipo de bioplastico vem sendo pesquisado ha mais de 70 anos, apontado como
um material semelhante, em composicéo, aos plasticos derivados de petréleo, sendo, entretanto,
sustentavel, biocompativel, ndo-tdxico e biodegradavel, dessa forma, considerado promissor
(CHEN; WANG, 2017).
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A taxonomia estabelece as relagdes entre estes grupos de microrganismos e subsidia
referéncias de linguagem universal em estudos biologicos. 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 biopolimeros de PHA, porém poucas
cepas séo efetivamente empregadas na sua producdo (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005).

Estudos sobre a biodiversidade de solo, subsidiam que os diversos organismos
habitantes fazem parte da fracdo viva do solo, e hd uma parte essencial destes microrganismos,
tanto no processo de ciclagem de nutrientes como em degradacdo de compostos (BRADY et
al., 2013; MIRANSARI, 2013). Os microrganismos sao ubiquos e podem ser isolados no solo,
na agua e até mesmo em ambientes extremos como aguas termais (HORNINK, 2015).

Historicamente, no século XIV, Louis Pasteur realizou diferentes tipos de fermentagdes
em microrganismos do solo, onde teve como resultado a transformacéo do etanol em &cido
acético. Esses experimentos foram considerados importantes, intitulando seu Instituto como o
pioneiro da microbiologia do solo (AZEVEDO et al., 2018).

A selecdo de amostras de solos, acontecem por técnicas de fermentacdo, onde cultiva-
se, e faz o isolamento das coldnias, subsequentemente analisa-se os &cidos nucleicos (DNA ou
RNA) (AZEVEDO et al, 2018). O processo de fermentacdo, é considerado promissor para
obtencdo de biopolimeros da familia de polihidroxialcanoatos (PHA). Fato que justifica a
aplicacdo das condicgdes de cultivos para favorecer essa producdo (CHANPRATEEP, 2010).

Neste campo, se busca a identificacdo de microrganismos que tenham alto potencial em
aplicacdo biotecnoldgica, ou seja, selecionar novas cepas, afim de conhecer as caracteristicas
microbianas e potencializar suas aplica¢cbes (HORNINK, 2015).

Agregou-se nesta pesquisa, cultivos microbiolégicos com adicdo de lignina, como meio
de fonte de energia, ou seja, carbono natural, sendo este recurso consideravel flexivel e
sustentavel, minimizando o emprego de reagentes na producdo de bioplastico (SANTOS;
VETORIN, 2021).

Com apoio de recursos da FAPESP, realizou-se desfechos operacionais, com amostras
de resinas de (PHB) provindas por importacdo de uma industria que desenvolve bioplastico na
China.

1.1 Defini¢ao do problema

As questdes ligadas ao descarte do plastico levaram a proposicéo de alternativas para

reduzir os danos causados, como: (a) a reducdo do volume produzido, (b) o reaproveitamento
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e (c) a reciclagem deste material proveniente de fonte de matéria-prima ndo renovaveis,
buscando reduzir os impactos ambientais causados pelo problema agravado pela resisténcia do
tempo de degradacdo e a decomposicao dos plasticos (BRITO et al., 2011). Também pode ser
citado o processo de incineracdo de plasticos, que provoca a liberacdo de CO2 na atmosfera
rapidamente, e como consequéncia, contribui para a ocorréncia do fendbmeno conhecido por
efeito estufa (NOVELLI; RENE; SAYAVEDRA, 2021).

Com a percepc¢éo da importancia da correta da gestdo desse material, nos Gltimos anos,
houve consideravel crescimento nas pesquisas sobre producao de plasticos a partir de fontes
ndo renovaveis, reforcando a evidente necessidade em se mudar a matéria-prima de sua
fabricacdo e consequentemente o tempo de decomposicdo, em vias da redugdo dos problemas
ambientais gerados (OLIVEIRA-FILHO et al., 2018).

Essa probleméatica também relacionada, com o fato do plastico convencional, ser
produzido a partir de matéria-prima do petrdleo, sendo este recurso, previsto como finito, além
da preocupacao em encontrar novas reservas de petréleo (AMORIM, 2019; SPINOLA, 2018),
incluindo implicacdes dos custos da extracdo do petroleo, cujo processo é complexo
(AMORIM, 2019).

O valor do preco do barril de petréleo, apresenta dados histéricos 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 histéria da
produgéo do petroleo “The End of Cheap Oil" (O Fim do Petrdleo Barato), apontando o declinio
gradual da producdo do petréleo, com estimativas de finais de reservas em 2050.

Os bioplasticos produzidos por Polihidroxialcanoatos (PHA) sdo possiveis candidatos a
substitutos ideais de plasticos produzidos a partir de recursos ndo renovaveis, dada a sua
facilidade de descartabilidade (VIEGAS, 2005), sendo este fator, um destaque comparativo ao
plastico produzido com derivados de petréleo, que podendo levar centenas de anos para a
decomposigdo (FONSECA, 2014).

Este tipo de biopolimero, em processo de decomposi¢do, se misturam a outros materiais
constituintes do lixo, podendo se misturar as matérias organicas nao causando resisténcia para
sua degradacdo em aterros sanitarios, dessa forma ndo afetando sua capacidade de
armazenamento a longo praz, podendo até ser aproveitados como fertilizantes (FONSECA,
2014; VIEGAS, 2005).

Porém, 0s recursos necessarios para esta aplicagdo ainda séo limitantes, devido ao alto

custo para execucdo do procedimento, (exemplo o custo de energia, tratamento de agua,
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solventes quimicos utilizados), bem como a competi¢cdo de mercado com 0s outros polimeros
de fontes ndo renovaveis (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
subsidios para continuidade de trabalhos que visem aplica¢es para mercado de comprometidos

com o0 meio ambiente e a sociedade.

1.2 Objetivo Geral

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

solo.

1.2.1 Objetivos especificos

e Avaliar o0 uso de lignina como fonte de carbono para os microrganismos visando a
producdo de biopolimeros em larga escala;

e Auvaliar as caracteristicas fisico-quimicas do biopolimeros produzidos;
1.3 Justificativa

O atual trabalho se justifica pela importancia do plastico a humanidade, atualmente, cuja
elevada producdo se relaciona a severas questdes ambientais. Quanto a isto, observa-se recentes
inovacgdes no campo de desenvolvimento tecnoldgico as quais permitiram novas possibilidades
da criacdo do bioplastico. Esta tese representa a procura e postulacdo por opgoes diante da
estagnacdo do ritmo de inovacdes em polimeros sintéticos. Considera-se, principalmente, as
vantagens da adocdo de biopolimeros produzidos por microrganismos produtores de PHA.

A producdo biopolimeros sustentiveis em larga escala é esperada no Brasil, sendo
vantajoso, a medida que favorece o crescimento e o desenvolvimento econémico e industrial
do pais. Além disto, o Brasil, devido a sua biodiversidade de reservas naturais, apresenta grande
possibilidade para o uso de tecnologias que atendam as exigéncias de sustentabilidade, sem
altas demandas de reconversdes de infraestrutura (; KRUGLIANSKAS; PINSKY, 2017).

A respeito da tematica em questdo, a literatura aponta para um alto investimento em
pesquisas sobre a avaliagio de cepas de microrganismos produtoras de PHA no pais (LICIO,
2011). Subsequentemente para viabilizar a producéo destes biopolimeros é necessario 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 cotacOes de PHB pela empresa
americana Telles, com valores de US$ 2/kg e os custos para os cultivos, incluindo a compra de
matéria-prima, alcancaram a média de 40% do preco 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 producdo de PHA.

Em documento elaborado e traduzido para o Brasil sobre a plataforma da Agenda 2030,
da Organizacdo das Nacgdes Unidas (ONU), elencam-se os objetivos de desenvolvimento
sustentavel (ODS), os quais abrangem questbes sociais, ambientais, saude, educacao entre
outros, enfatizando meio de reciclagem, prevenco, reuso de embalagens (AGENCIA BRASIL,
2015). Fator que compreende a acdo global para proteger o planeta, e relevancia do tema quanto
a necessidade no desenvolvimento de biopolimeros, e investimento em pesquisas cientificas
com apoio governamental e por meio de empresas privadas (GONZAGA; SQUINA, 2022).

Sendo assim, nos pautamos na importancia deste estudo, na proposicdo de meios para o
desenvolvimento sustentavel a producgéo de bioplastico, considerando o contexto nacional, bem

como a conjuntura ambiental.
1.4 Estrutura do Trabalho

O presente trabalho foi dividido em cinco capitulos (Quadro 1), onde é apresentado o
texto introdutdrio a proposta da pesquisa, trata da definicdo do problema, os objetivos, a
justificativa e a estrutura do trabalho, exposta no atual topico; o Capitulo 2 se volta a compilacao
do referencial tedrico tomado para construcdo da tese, havendo contextualizacdo sobre a
producdo global de plastico e bioplastico, com a exibicdo de revisdo da literatura sobre os
principais conceitos trabalhados; no Capitulo 3, foram abordados os materiais e procedimentos
tomados no cerne da pesquisa, sendo feita, nesta secdo, a exibicdo dos passos metodoldgicos
adotados para atingir os objetivos propostos; o Capitulo 4 se baseia na exposicao, analise e na
discussao dos principais resultados encontrados; e, por fim, o Capitulo 5 relata as conclusdes
elaboradas através do processo de pesquisa, explicitando e propondo possiblidades futuras a
investigacao cientifica na area.

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

Capitulo 1
Introducdo

Definicdo do problema
Obijetivos

Justificativa

Estrutura do trabalho

Capitulo 2
Revisdo de Literatura

Contextualizacao sobre a producdo global de plastico

Exibicao de revisdo da literatura acerca dos conceitos de
polimeros

Apresentacdo dos biopolimeros trabalhados

Aplicacéo de lignina proposto como recurso consideravel
flexivel e sustentavel na producédo de bioplastico produgdo
de PHA

Capitulo 3 e Exibicéo dos passos e procedimentos para a realizacdo dos
Material e Método objetivos propostos pela pesquisa
Capitulo 4 e Principais resultados encontrados pela pesquisa proposta

Resultados e Discussao

Analise e discussdo dos achados

Capitulo 5
Consideraces Finais

Conclus6es do processo de pesquisa
Passos futuros a investigacdo cientifica na area
Observacdes finais

Fonte: Elaborag&o propria.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O atual capitulo se desenvolve através da elucidacao acerca dos polimeros, sua crescente
producdo global e os problemas ambientais relacionados, além de exibir os principais conceitos
e conclusOes elaboradas dentro da literatura da area. Foram feitas a apresentacdo dos principais
polimeros trabalhados, suas caracteristicas, producao operacional, vantagens de desvantagens
de uso; impactos de residuos plasticos no meio ambiente, como também a exposi¢éo de outros
métodos de recursos considerados flexivel e sustentdvel, através de uma revisitacdo da

literatura.
2.1 Producdo Biotecnoldgica e Bioeconémica de Bioplastico

O principal problema em relagdo ao plastico advém da grande demanda de produgdo e
da gestdo dos residuos, ou o descarte dos produtos (GONZAGA; SQUINA, 2022).

Nos ultimos 10 anos se notou um consideravel incremento na producdo de plasticos a
partir de fontes ndo renovaveis em todo o mundo. As pesquisas pontuaram para aumento do
consumo em média de 230 para 320 milhdes de toneladas de plastico sendo estas depositadas
no meio ambiente (OLIVEIRA, 2010), que aproximadamente 50% deste volume é voltado a
produtos que sdo descartados dentro de um ano ap6s sua compra (SHARMA; SINGH, 2016).

O que acarreta consequéncias ambientais como a contaminacdo do solo e a agua
subterranea através de lixiviacdo, poluicdo nos rios como a criacdo de vetores, obstrucdo de
rede de esgoto, causando alagamentos e enchentes, destruindo casas, impactando a satde de
pessoas, consequentemente, 0s microplasticos, sdo transportados para o0 oceano atingindo a
fauna maritima entres outros desiquilibrios dos ecossistemas (SINGH; SHARMA, 2016;
OLIVEIRA, 2010).

Inseridos no contexto do uso do plastico de forma desenfreada pela sociedade, além de
causar sérios danos ambientais na diversidade bioldgica e alteracdes de nichos ecolégicos, de
dificil mensuracdo (BELO BITENCOURT et al., 2021; MATIAS et al., 2022). Abrangendo
também impactos secundarios de forma ndo intencional. Estes sdo citados como, a polui¢do
visual, entupimento de boca de lobos, formacdo de esgotos, reducdo da drenagem de agua
ocasionando enchentes locais. Outra consequéncia € o transporte dos residuos plasticos para o
oceano. Estes impactos acometem diretamente as cadeias alimentares de toda biosfera,
incluindo dos seres humanos, ocasionando diversas enfermidades, inclusive canceres (BELO
BITENCOURT et al., 2021; MATIAS et al., 2022).
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Os fatos apresentados evidenciam a necessidade emergente de tomada de decisdo pelos
0rgdos competentes de producdo e gestdo de produtos e embalagens plésticas, visando o
desenvolvimento sustentavel, pois estes materiais sdo resistentes a degradacéo, intensificando
danos no meio ambiente (MATIAS et al., 2022).

O tempo de degradacdo do plastico é muito elevado, sendo em média entre 40 e 50 anos,
periodo em que, pode ser estendido, dependendo do tipo de compostos utilizados como matéria-
prima na fabricacdo, por exemplo, a garrafa PET (polietileno tereftalato) que pode chegar até
200 anos para se degradar na natureza (COUTINHO et al., 2004).

Mican e colaboradores (2017), referenciam em seu artigo que a estimativa de
decomposicdo total do pléastico tradicional, pode levar até “500 anos”, o autor da como exemplo
o polipropileno, este tipo de polimero é composto pelo monémero de propileno. Comparativo
muito significativo, quanto ao pardmetro de decomposicdo de um bioplastico organico,
desenvolvido com padrdes reconhecidos pelo ecossistema, onde se confirma, sua capacidade
de decomposicdo num periodo médio de semanas, realizando um tratamento para
decomposicdo muito menos agressivo, contraposto aos necessarios para o tratamento dos
polimeros convencionais.

Um estudo feito em 2013, na Arabia Saudita apontou que a producéo de plastico anual
global era 300 milhdes de toneladas, em media, havendo um aumento anual de cerca de 5%. O
fato agravante é dado que o processo de reciclagem é de alto custo, e ndo eficiente para total
degradacdo. Destaca-se que, além dos pontos discutidos, este material ndo-biodegradavel atinge
diretamente o0 meio ambiente devido ao acimulo de lixo (MADKOUR et al., 2013).

O crescimento da demanda da producdo de plastico, impulsionada pelo aumento da
populacdo, toca todas as areas de mercado de produgdo ou servicos, no contexto da sociedade
global. Assim, envolve salde, producdo de alimento, &gua, energia e outras matérias-primas
para bens de consumo, necessarios para manter o progresso e a qualidade de vida. Como uma
solugdo viavel para a promogdo de desenvolvimento sustentivel, apresentam-se 0S processos
de biotecnologia (ERBAS; MEMIS, 2012).

Ao considerar-se as questdes intrusivas ao meio ambiente, observa-se a necessidade de
se estudar a substituicao dos plasticos sintéticos pelos plasticos biodegradaveis. Alguns desafios
sdo apontados pelas industrias quanto a producdo de bioplastico, relacionados a viabilidade
econdmica; a competividade em relacdo ao plastico sintético, pontuada a relevancia da reducéo
dos custos para a produgdo (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 identificacdo de
cepas microbianas frente aos metabolitos produzidos (HORNINK, 2015).

No Brasil, o interesse da biotecnologia microbiana, iniciou em 1940 e foi entendida com
a possibilidade da utilizacdo do sistema celular no desenvolvimento de produtos de veiculo
econdmico ou social. Na década de 70, as industrias iniciaram a tecnologia de processos de
fermentacdes com DNA (AZEVEDO et al., 2018).

Os plésticos de PHA de origem microbiana, podem representar substitutos promissores,
tendo propriedades semelhantes a plasticos sintéticos, como o polipropileno, mas com
capacidades elevadas quanto a biodegradabilidade e biocompatibilidade, além de possuir
propriedades mecanicas analogas como elasticidade, versatilidade e flexibilidade (KUMAR,;
SHAH, 2021).

A decomposi¢do dos polimeros biodegradaveis, depende da constituicdo do material e
do ambiente envolvido, tendo como possibilidade de serem decompostos com a ac¢ao natural,
sob acdo de biodegradacdo em condi¢des favoraveis de microrganismos no solo, o tempo médio
de degradacéo pode ter variacdo entre alguns meses, ou algumas semanas podendo ultrapassar
um ano. O processo dependera do tipo de resina que foi adicionada na composi¢do (BRITO et
al., 2011; COUTINHO et al., 2004; DE PAULA et al, 2017).

Estes biopolimeros sdo estratégias aceita e estimulada, para o desenvolvimento
sustentavel por processos biotecnoldgicos, a partir de diferentes residuos agroindustriais ou
desenvolvidos a partir de residuos domésticos, através de processos fermentativos produzidos,
pelos proprios microrganismos, podendo ser convertidos em biomassa que pode conter alguns
dos componentes de interesse como trigo, milho, cana-de-agucar, arroz, melaco, batata, polpa
de fruta mista, lipideos, proteinas 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
comercializacdo de alguns tipos biopolimeros que sdo baseados em ésteres celuldsicos como
por exemplo os termoplasticos (TPS): o acido polilatico (PLA); policaprolactona (PCL);
poliglicolatos (PGA) e polihidroxiburato (PHB), estas linhagens séo recombinantes com amido,
lignina, fermentagdes dentre outros.

No ano de 2018, as pesquisas apontam que a producgéo de biopolimeros atingiram 2,11
milhGes de toneladas, incluindo 1,4% de bioplastico a partir de PHA, fato que fortalece grande
esforgo investigativo para as industrias na triagem de cepas produtoras (MOZEJKO-
CIESIELSKA et al., 2018).
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Entretanto, para que ocorra a viabilidade econdmica & produgdo biotecnoldgica, séo
necessarios estudos sobre substituicdo de componentes de meios de cultivos por compostos
com bases bioldgicas, de residuos de baixo custo (PLEISSNER; VENUS, 2016). O que reforca
a importancia da producao com cultivos em processos de ampla escala.

A biotecnologia industrial surgiu em vias de promover a criagdo de produtos quimicos
e sustentaveis, incluindo os polimeros bioldgicos, dado que o uso excessivo de petrdleo levou
a uma crise energética mundial e comprometendo também os recursos ambientais (CHEN,
WANG, 2017). A crise energética esta relacionada nos processos de crescimento econémico de
industrializagdo, provenientes de recursos petroquimicos e seus derivados, incluindo as
refinarias (GUEDES, 2015; SOUZA, 2006).

Neste sentido, houve a cria¢do do Programa Nacional do Alcool (Proalcool) em meados
dos anos 70, incentivando a producéo sustentavel de bioenergia, provindo da cana-de-acucar,
afim de favorecer a garantia em processos de alta tecnologias, que aumentavam o consumo
energético, para garantir a demanda do barril de petr6leo processado (AZEVEDO et al., 2018;
GUEDES, 2015).

Ainda, na perspectiva do desenvolvimento de PHA utilizando recurso considerado de
baixo custo para a produgdo de biopolimeros, considerou-se o referencial dos autores Santos e
Vetorin, (2021) na agregagdo da lignina nos cultivos microbianos como fonte de energia
natural, ndo utilizando reagentes quimicos (SANTOS; VETORIN, 2021).

O potencial uso de derivados de lignina, através das vias catabdlicas de suas moléculas
aromaticas como fonte de carbono. No entanto, alguns organismos como exemplo a P. putida,
que sdo encontrados na natureza desenvolveram essas vias metabolicas, permitindo a utilizagéo
com moléculas de lignina como fonte de energia (LINGER et al., 2014).

O uso de correntes heterogénias, enriquecidas com lignina e organismos de varias
espécies, representam um recurso flexivel para uma economia de energia sustentavel, em
estudos de polihidroxialcanoatos com monémeros de cadeia média (ml-PHA) e de cadeia curta
(scl-PHA) (LINGER et al., 2014; RAJESH et al., 2019).

A integracéo dos derivados a base de lignina demonstra a viabilidade de produtos com
alto potencial para aplicacbes em diversos campos comerciais, prospectando também,
estratégias de desenvolvimento de biomassa de lignina residual como amplo recurso em
biorrefinarias com intencgéo internacional (LINGER et al., 2014; RAJESH et al., 2019).
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2.2 A busca por fontes sustentaveis de biopolimeros

Os plésticos sdo polimeros ndo naturais com ampla aplicabilidade. O termo plastico
deriva do grego “plastiko”, que significa maleavel, observado que a maleabilidade é uma das
caracteristicas dos moldes de termoplasticos, os quais tém a possibilidade de ter o formato
modificado por acéo de solventes quimicos e aquecimento (BASTOS, 2007).

O quimico Jons Jacob Berzel criou o termo polimero em 1832, buscando explicar as
moléculas organicas em seus elementos e propriedades quimicas (SILVEIRA et al., 2016). As
macromoléculas sdo formadas por mais de uma centena de atomos, ou seja, por unidades de
repeti¢do (mondmeros), ligadas entre si, denominadas “polimeros”: termo que deriva da jungao
entre as palavras gregas “polis”, que significa muitas, e “meros”, que significa partes. Os
polimeros sdo desenvolvidos a partir de estruturas de unidades quimicas monomeéricas repetidas
(BASTOS, 2007; SILVEIRA et al., 2016).

No século XX, surgiu o primeiro polimero totalmente sintético, o que foi acompanhado
da producédo de uma grande diversidade de pléasticos desenvolvidos e adotados largamente pela
sociedade moderna. A amplificacdo de aplicacGes, de polimeros em meados passados, justifica-
se devido a disponibilidade de petroleo a pregos baixos e a resisténcia e durabilidade do produto
em degradacéo natural (BASTOS, 2007).

Os polimeros podem ser considerados (1) sintéticos, desenvolvidos por meio de insumos
quimicos, ou (2) naturais, oriundos de ciclos de organismos vivos, através de processos
metabolicos complexos (BASTOS, 2007; FARIAS et al., 2016).

Ha diversos processos metabolitos de interesse produzidos por microrganismos, que tém
variadas aplicacdes. A producdo dos biopolimeros atraiu indUstria e pesquisadores devido a
biodegradabilidade do material produzido, que era ndo toxico e possuia biocompatibilidade e
diversidade quimica (ABREU et al., 2013; TAN et al., 2014).

Brito e colaboradores (2011), exemplificam os “polimeros verdes”, que foram
produzidos pela industria Braskem, se tratando de um tipo de polimero que néo é biodegradéavel,
porém geram menor impacto ambiental, quando, comparados aos polimeros convencionais.
Assim, os primeiros polimeros verdes foram sintetizados com recursos de matérias-primas de
fontes fdsseis, (petréleo, carvdo mineral e gas natural) modificados a partir de fontes
renovaveis, desenvolvidas com avancgos tecnologicos decorrentes (BRITO et al., 2011).

Como exemplos de polimeros verdes, pode se citar o polietileno verde (PE verde) e o
policloreto de vinila verde (PVC verde), ambos ndo sdo biodegradaveis, embora sejam

classificados como biopolimeros por serem provenientes de fontes renovaveis (cana-de-
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acucar), em detrimento da utilizagdo de fontes fosseis (como o petroleo) (BRITO et al., 2011),
ndo se trata de um produto novo (BASTOS, 2007), € um tipo de polimero é denominado como
termoplastico, por ndo 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 termoplastica composta por PE
verde no Centro de Tecnologia e Inovacgao da Braskem, a partir do etanol, ano em que a empresa
também recebeu a assinatura inédita de “Declaracdo de Producdo mais limpa”, certificada
pela ONU (BRASKEM, 2022, BRITO et al., 2011).

Este polimero ameniza a emissfes de gases, reduzindo assim o efeito estufa, o PE,
recebeu o certificado por um laboratério internacional, renomado, o laboratério Beta Analytic,
atestando que o produto contém 100% de matéria-prima renovavel (BRASKEM, 2022; BRITO
etal., 2011).

Algumas empresas também tiveram experiéncias ligadas a producdo destes polimeros.
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 especifico com o nome de Nodax, tendo
certificagbes de compostabilidade industrial e doméstica com biodegradabilidade aerdbia e
anaerdbia em solo, &gua doce e agua salgada (MIREL PLASTICS, 2021).

A empresa americana Metabolix produz matérias-primas sustentaveis a partir de fontes
renovaveis, transformando actcares naturais em PHA eficientes, na recuperacdo dos polimeros
em seus pellets, produzindo os bioplasticos. Empresas chinesas também iniciaram a producao
de bioplastico em grande escala no final desta mesma década (DANIMER SCIENTIFIC, 2021,
MIREL PLASTICS, 2021).

2.3 Polihidroxialcanoatos — PHA

Polihidroxialcanoato (PHA) € o termo utilizado para designar a familia de poliésteres
de origem microbiana (MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019). H& um vasto nimero 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 sdo capazes de acumular
biopolimeros (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005; SPINOLA, 2018; VIEGAS, 2005).

As cepas produtoras de PHA, sdo encontradas na natureza, como no solo, na agua,
efluentes, agua do mar, com capacidade de armazenar energia sob a forma de granulos
insollveis de polimero biodegradavel em suas células (BRITO et al., 2011; MOZEJKO-
CIESIELSKA et al., 2019; SPINOLA, 2018; VIEGAS, 2005).
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Este biopolimero foi descoberto pelo bacteridélogo francés Lemogine em 1926, quando
visualizou inclusfes no citoplasma de uma bactéria, a Azotobacter chroococcum. Estudos
biotecnologicos confirmam a capacidade de produzir PHA em larga escala, a partir de uma
grande variedade de cepas microbianas com aplicacdo de meios de cultura, ao isolamento do
microrganismo. As cepas produtoras acumulam os polimeros, para a sua condicdo de
crescimento e producéo de bioplasticos de PHA (MICAN et al., 2017; TAN et al., 2014).

O PHA é comercializado como matéria-prima, em forma de pellets ou em pd, tendo
maultiplas aplicacbes como: na area médica, visto em peliculas de revestimento; em cirurgias
cardiovasculares, aplicados em suturas cirirgicas do pericardio e esterno; e em materiais
osteossintéticos, ndo formando adesdes entre os tecidos humanos (MOZEJKO-CIESIELSKA
etal., 2019; VIEGAS, 2005).

Sua estrutura e variedade sdo diferenciadas em sua composicao por maltiplas unidades
de mon6meros de acidos hidroxialcandicos, sendo distinguidos conforme os nimeros de
atomos de carbono, nas unidades monomeéricas, constituidas no comprimento de sua cadeia
lateral, ou seja, de atomos de carbono ou do radical (R), e sua estrutura pode ser modificada por
meio natural, quimico ou fisico, conforme o nutriente a ser aplicado (DELGADO; CORDOBA,
2015; LEE, 1996).

O nudmero de carbonos (n) determina a identidade da unidade polimerizada, sendo
dividida em trés grupos: os hidroxialcanoatos de cadeia lateral de cadeia curta (PHA — scl), que
sdo constituidos de trés a cinco atomos de carbono na cadeia (C3-Cs). Os hidroxialcanoatos de
comprimento de cadeia média (PHA — mcl) variam, em média, de seis a 14 mondmeros de
atomos de carbono que formam os mondémeros (Ces-C14), € 0s hidroxialcanoatos classificados
de comprimento de cadeia longa (PHA — Icl), cujos monémeros contém mais de 14 &tomos. Ha
mais de 150 tipos de mondmeros distintos e variados pelos nimeros 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 sdo
estruturados com mondémeros com mais de 17 atomos de carbono, além deste referencial
tedrico, ndo foram identificados outros PHA produzidos, classificados com mais de 16 atomos
de carbono.

Apesar dos elementos relatados, o polimero apresenta alta resisténcia a solventes, como
gorduras e Oleos e raios UV e permeavel, porém tem baixa resisténcia a acidos e bases
(PINZON, 2015). Isto difere especialmente dos biopolimeros de cadeia média (PHA-mcl), que
séo altamente elasticos (VIEGAS, 2005).
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Os materiais de PHA desenvolvidos para este fim sdo considerados materiais mais
relevantes quando comparados aos PHA de 12 geragdo. Estes tornam-se mais viavel devido as
instalacGes, proveniente de onde a matéria-prima pode ser gerada, uma vez que também podem
ser utilizados nas linhas de producédo existente. Como um exemplo, se cita a PHB Industrial
S/A (PHBISA), situada no estado de S&o Paulo. Para realizar a hidrélise da sacarose, a empresa
utiliza a cepa de Cupriavidus necator a partir da cana-de-aglcar, produzindo o polimero
comercializado sob a marca Biocycle, juntamente com o Instituto de Ciéncias Médicas da
Universidade de Séo Paulo (USP) (MIRANDA et al., 2017).

A PHBISA, especializada na producgéo de PHB, atua em processos de producéao de cana-
de-agUcar e na conversdo térmica do bagaco da cana através de processo fermentativo
hidrolisado para o bioetanol para gerar energia elétrica (MIRANDA et al., 2017).

Além da producdo do biopolimero, também ha preocupacdo com a degradacdo do
composto apds seu descarte. A completa degradacdo do PHA pode ocorrer em &gua e didxido
de carbono em condic¢Bes aerdbicas, dependendo da escolha do substrato, bem como da
situacdo, do tempo e da temperatura exposta (HARDING et al., 2007).

Os materiais biologicos sdo vidveis em aplicacdes de desenvolvimento de embalagens
plasticas biodegradaveis, em desenvolvimento de artigos médicos e, atualmente, ha pesquisas
que apontam o grande potencial da utilizacdo ativa de biopolimeros na indUstria farmacéutica,
sendo considerado atil como encapsulamento farmacéuticos especificos como medicamentos
anti-HIV  (antirretrovirais), antibidticos, anticancerigenos, incluindo-se também o
desenvolvimento de biocombustiveis e aditivos alimentares (TAN et al., 2014; WANG; CHEN,
2017).

H& materiais de PHA provenientes de residuos industriais ricos em carbono,
considerados de 22 e 32 geracdo. Como exemplo a lignoceluloses abundantes, 6leos de cozinhas
e Oleos vegetais, hidrolisados de plantas, cafés, melagos dentre outros. Fazendo a selecdo desta
matéria-prima produz-se PHA para fins alimenticios (MIRANDA et al., 2017).

A Figura 1 exple as possibilidades distintas de aplicacbes do PHA, conforme

mencionado no estudo.
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Figura 1 - Aplicacdo e industrializacdo de PHA

Fonte: Retirado de Wang e Chen (2017).

2.3.1 Propriedades fisico-quimicas dos PHA

As propriedades fisico-quimicas que determinam as estruturas das unidades
monoméricas e o tamanho dos granulos, presentes nos diferentes PHA, dependem das espécies
bacterianas utilizadas e da fonte de carbono alimentada, além das condigdes de cultivo as quais
0s microrganismos produtores sdo submetidos (DE PAULA et al., 2017; VIEGAS, 2005).

O numero crescente de repeticdo dos monémeros de PHA se da conforme a modificacao
continua da forma natural, entretanto, também é possivel utilizar métodos para a criacdo de
organismos geneticamente modificados (OGM) a partir do codigo genético dos produtores
naturais para a obtengdo de cepas com capacidades similares, ou mesmo com caracteristicas e
aplicabilidades superiores aos naturais (TAN et al., 2014).

As propriedades termomecéanicas dos biopolimeros variam de acordo com a sua
composi¢do monomeérica, conforme citacdo na (Figura 2, letra a), e as diferentes composicGes
do grupo de cadeia (Figura 2, letra b). As cadeias constituidas por atomos, desenvolve as
caracteristicas de materiais distintos: cristalinos, rigidos, quebradicos ou elastdmeros. Alguns
biopolimeros séo resistentes a solventes e o ponto de fusdo varia, aproximadamente, entre 120
°C e 180 °C, a depender do biopolimero. (DE PAULA et al., 2017; DU; YU, 2002).
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O valor n dependera do grupo onde determinam a identidade das unidades monoméricas
constituintes dos polimeros, e isto influenciara em suas propriedades fisicas (DELGADO;
CORDOBA, 2015; OLIVEIRA, 2010). O quadro 2 apresenta as substitui¢cbes do grupo e alguns
tipos de PHA conhecidos.

Figura 2 - Composicdo monomérica dos PHA: (a) estrutura quimica geral; (b) representacéo do grupo de

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

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

carbono escolhidos, em um processo de producéo.

Quadro 2 - Substituicdo do grupo e alguns PHA mais conhecidos

Atomos de Carbono )
) Nome do Polimero Abreviacio
ou Grupo radical R
CHs poli(3-hidroxibutirato) PHB
CH,CHgs poli(3-hidroxivalerato) PHV
CH,CH,CHj3 poli(3-hidroxihexanoato) PHHXx

Fonte: Dados adaptados de ANDLER; DIAS (2013); DELGADO; CORDOBA (2015).
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2.3.2 Bactérias e a capacidade de sintese de PHA

Cientistas estdo empenhados em desenvolvimento de novos bioplasticos com
caracteristicas adequadas para se tornarem viaveis, levando em consideracdo a utilizacdo de
substratos de baixo custo, como a utilizagdo de produtos naturais como, residuos agricolas e ou
alimentares; com microrganismos com capacidade eficiente no acimulo de PHA (ANDRADE;
RIBEIRO, 2021; DALSASSO, 2019).

Estudos sobre as bactérias produtoras e sua capacidade de sintese de PHA, como por
exemplo a sacarose, a qual se tem facil acesso, ja que é encontrada em melacos providos da
cana-de acgucar, elemento abundante no territorio brasileiro (MIRANDA et al., 2017).

Os PHA mais pesquisados em destaque sdo os poli-3-hidroxibutirato (P3HB) e 0s
copolimeros de 3-hidroxibutirato-co3-hidroxivalerato (PHBV). Sua origem se da partir de
distintos processos envolvidos, bem como o tipo de substrato utilizado e o microrganismo em
metabolizacdo, obtendo os tipos de polimeros e copolimeros. Os PHA sdo considerados
termoplasticos biodegradaveis produzidos biotecnologicamente, tendo caracteristicas de
substancias isbmeras puras, ndo apresentam toxinas, sdo insollveis em agua, além de serem
biocompativeis. Cita-se também um grupo de cepas produtoras de PHA, que inclui as bactérias
que incorporam apenas hidroxialcanoatos de cadeia média (PHA-mcl) (Cs a C16), como, por
exemplo, as espécies do género das Pseudomonas, e também se relatam experimentos positivos
com polihidroxialcanoatos de cadeias longas (PHA-Icl) (VIEGAS, 2005).

O processo de sintese 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 renovaveis de carbono. Este tipo de
composicdo de bioplastico é pesquisado hd mais de 70 anos, tratando-se de um material
biolégico importante (WANG; CHEN, 2017).

Choonut e Sangkharak (2019) descrevem, em seu estudo, sobre as cepas produtoras de
PHA, como proposta alternativa em producéo de novos tipos de biocombustiveis, como o éster
metilico de hidroxialcanoato (HAME) e o hidroxibutirato éster metilico (HBME), candidatos a
substituir o combustivel fossil atualmente em uso e os seus derivados. Os ésteres metilicos sdo
acidos graxos de cadeia longa e suas estruturas quimicas sdo semelhantes ao biodiesel.

Os ésteres metilicos sdo distintos do petroleo. A composicdo do petroleo apresenta
teores de nitrogénio e enxofre com oxigenagdo muito baixa, fator contribuinte para poluigcdo

ambiental durante a queima. J& o HAME e o HBME apresentam alto teor de oxigenagdo sem
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nitrogénio e enxofre, reduzindo a fumaca do escapamento, encurtando também a duracéo da
combustdo (CHOONUT; SANGKHARAK, 2019).

Para o desenvolvimento bioldgico de PHA, faz-se importante combinac6es diversas de
mondmeros, sendo a enzima relacionada a classe de PHA sintase, que catalisa a incorporacéo
de monbémeros a cadeia polimérica em formac&o, sendo esta capacidade observada quando o
organismo é produtor da enzima em questdo. Os experimentos se iniciam com o isolamento do
microrganismo a fim de desenvolver linhagens bacterianas distintas, com a capacidade de
desenvolver composicdes monoméricas de maneira controlada (LICIO, 2011).

Um estudo sobre o isolamento de bactérias produtoras de PHA revela a producdo de
polimeros de amostras de solo de canavial em 75 linhagens de cepas bacterianas, sendo
importante destacar que alguns dos organismos eram capazes de sintetizacdo de PHA a partir
de fontes de carbono de baixo custo (LICIO, 2011). Spinola (2018), em seu estudo relata que
atualmente, ha mais de 300 espécies de microrganismos diferentes documentadas, com
capacidade de producédo de PHA.

Miranda e colaboradores (2017), relataram acerca das funcdes das células em relacdo

ao stress do meio ambiente, exemplificando a temperatura, a exposicdo a oxidantes, a
irradiacdo de ultravioleta (UV) e os solventes organicos enguanto elementos que podem
promover a formacéo de granulos de PHA. Os granulos de PHA podem ser utilizados também
como crioprotector muito potente contra os efeitos adversos dos ciclos de congelagéo-
descongelacdo (MOZEJKO-CIESIELSKA et al, 2019).

A sintetizacdo acontece em forma de inclus@es insollveis no interior do citoplasma do
PHA, onde sédo circuncidados pelos carbonossomos funcionais a partir de uma membrana muito
complexa de lipideos e proteinas, sob condi¢Ges de acimulos de fonte de carbono em excesso
onde correspondentemente, limita o crescimento de fonte de fosfato e nitrogénio (ABREU et
al., 2013; MIRANDA et al., 2017).

Ha uma fraccdo PHA amorfas nestes granulos citoplasmaticos formando um nucleo
hidrofobo conforme apresentado na Figura 3 (MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019).

As estruturas podem ser visualizadas com o0 uso de microscopico eletrénico. A proteina
PhaP é abundante no granulo de PHA, tendo funcao regulatoria. As proteinas séo anfifilicas, e
a sua parte hidrofdbica esta exposta ao citoplasma do PHA (ABREU et al., 2013; MIRANDA
etal., 2017).
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Figura 3 — Processo de formacdo dos granulos de PHA
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Fonte: Retirado de MOZEJKO-CIESIELSKA et al. (2019).

Estudos sobre a biossintese do biopolimero indicaram que o acimulo de inclusdes de
poliésteres insolUveis no citoplasma bacteriano e dependendo da espécie, acumula até 90% de
incluséo correspondente ao seu peso seco (ABREU et al., 2013; KUNASUNDARI; SUDESH,
2011; MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019; SPINOLA, 2018). Biotecnologicamente o
favorecimento da produgdo do polimero varia de acordo com a fonte carbono e energia
oferecida, sob limitacdo de nitrogénio, fosfato ou oxigénio (LEE, 1996; STEINBUCHEL;
FUCHTENBUSCH, 1998; VIEGAS, 2005). Ressalta-se, também, que a sintese de formacéo
dos Pseudomonas envolve duas vias metabolicas para gerar precursores de MCL-PHA. Cada
via utiliza um substrato distinto para fornecer precursores de 3-hidroxiacil (3HA), os quais
sintetizardo os PHA-mcl (LU, et al., 2009; VIEGAS, 2005).

A produgéo de variagdes distintas das combinages de mondmeros e microestruturas do
PHA determina propriedades fisicas, mecanicas e térmicas diferentes, que resultam em
matérias-primas com diferentes caracteristicas, produzindo materiais que variam de
embalagens de bioplastico de transportadores de drogas a emulsificagdo de cosméticos. O
alcance da superficie de biopoliéster, por exemplo, ocorre por inimeros fosfolipidios e
proteinas onde resultam a sintese, degradacdo e a regulacdo do seu processo, conferindo as
propriedades caracteristicas do composto (WANG; CHEN, 2017).

Mican et al. (2017), em estudo, analisam o panorama da producdo de bioplastico,
descrevendo suas propriedades estruturais a férmula geral dos PHA, suas cadeias de
mondémeros, condi¢des de produgdo dentro de experimentos em laboratério, bem como

processos de fermentacdo, 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 acumulo, correspondendo em cerca de 90% de acimulo.

O isolamento e identificacdo de espécies produtoras podem auxiliar na reducéo de
custos, uma vez que as cepas produtoras mais eficientes podem otimizar o processo produtivo,
tendo maior rendimento. Partir de géneros j& reconhecidos como potencial produtores
apontados pela literatura favorece a busca por novos candidatos. A semelhanca com os
produtores ja conhecidos pode ir além da identificacdo biomolecular, e tecnoldgica, mas nao as

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

2.3.3 Polimero polihidroxibutirato — PHB

O polimero polihidroxibutirato (PHB) é um protdtipo da familia dos PHA, desenvolvido
pela primeira vez nos anos 50 (VIEGAS, 2005). Trata-se de um homopolimero biodegradavel,
composto de uma classe de termoplastico chamado de polihidroxialcanoato, possuindo
propriedades e caracteristicas similares as do polipropileno, com alto potencial de substituir a
esse polimero, derivado de petrdleo, o que permitiria uma producéo sustentavel (COUTINHO
et al., 2004).

O PHB possui caracteristicas de cristalinidade, baixa elasticidade, além de ser fragil e
rigido, o que dificulta a moldagem por injecdo e/ ou resisténcia a tracdo (MIRANDA et al.,
2017; WANG, CHEN, 2017). Assim, ele € diferente do PHA especialmente quanto a 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 questdo consome
primeiramente a glicose como fonte de carbono e atrasa o uso de pentoses, com isto, 0 processo
é prolongado através da combinacdo de substratos.

No Brasil, iniciou-se a tecnologia de producdo 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
comercializacdo global de etanol e aclcar, em juncdo com o Instituto de pesquisas,
Tecnoldgicas (IPT) e o Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (ICB), tendo a capacidade de
producdo deste biopolimeros com o menor custo do mundo, devido seus beneficios de
atrelamento com a Usina, possuindo abundancia de energia, solventes para extracao, etc.
Todavia, mesmo tendo a capacidade estrutural, o preco do produto final, ainda é superior aos

precos dos polimeros desenvolvidos pela industria petroquimica. A embalagem de PHB pode
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ser injetada nas mesmas maquinas sopradoras que injetam embalagens de plasticos
convencionais (FONSECA, 2014; TELLES; SARAN; UNEDA-TREVISOLLI, 2011).

2.3.4 Polihidroxibutirato (P3HB)

O poli(3-hidroxibutirato) (P3HB) foi o primeiro PHA a ser identificado e é de interesse
da industria desde a década de 1960, sendo o PHA mais conhecido, especialmente por conta de
suas propriedades plasticas, as quais agucam o interesse industrial. Seus diversos mondmeros
sdo compostos pela repeticdo do monomero 3-hidroxibutirato (3-HB) sdo de propriedades
mecanicas e térmicas e podem ser agregados aos PHA produzidos por bactérias e modulados
conforme essa composicdo (LICIO, 2011; SPINOLA, 2018).

O PHB é cristalino e amorfo, com boas caracteristicas fisicas e mecanicas sdo especiais,
sendo um termoplastico com temperatura de fusdo igual a 179 °C, com resisténcia a tracao entre
0s 38 e 0s 30 MPa (SPINOLA, 2018).

O P3HB pode ser utilizado na fabricacdo de produtos de higiene e limpeza, na area de
cosmética, nos produtos agricolas, além de possuir biocompatibilidade para absorcdo pelo
organismo humano, sendo utilizado pela industria farmacéutica e médica na fabricacdo de
medicamentos e capsulas de revestimento, préteses 6sseas, e mesmo fios de suturas empregados
em materiais de suturas de cirurgias cardiovasculares entre o coracdo e 0 esterno — estes
materiais fazem aderéncia no organismo, sendo liberados gradualmente na corrente sanguinea
(COUTINHO et al., 2004; VIEGAS, 2005).

2.3.5 Espécies do Género Pseudomonas

O género Pseudomonas faz parte da familia Pseudomonadacea, estes consistem em em
forma de cocos ou bastonetes gram-negativos aerobicos, sendo comumente sdo encontrados no
meio ambiente, incluindo relacionadas a animais, plantas, solo e 4gua, no solo. Estas espécies
produzem pigmentacdo sollveis e fluorescentes quando sdo observados por luz ultravioleta
(TORTORA et al., 2012).

Deste género, existe mais de 60 espécies de variedades naturais sendo conhecido por
possuir ubiquidade no meio ambiente — apresentando grande adaptacdo a condiges fisicas
diversas. A literatura aponta que as especies de P. aeruginosa, P flurescens, P. putida, P.
testoteroni, apresentam eficiéncia com capacidade média de 67% de rendimento de polimero,
sendo as mais utilizadas (DE PAULA et al., 2017; VIEGAS, 2005).
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Para a produgdo de bioplastico, se utiliza fontes de carbono como o glicerol, os &cidos
graxos, 0s &cidos organicos e os aminoacidos (FERNANDES, 2014), seguindo o método
denominado regime “Fartura e Fome” (FF) (SILVA, 2014).

As cepas de P. putidas mais utilizadas para a sintese de PHA sdo as relacionadas as
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 periodo de fome. As condicdes descritas
sejam realizadas ciclica e continuamente, de maneira repetida, ocorre a sintese de PHA
(TORRES-CERNA et al., 2017).

2.3.6 Aplicacdo de correntes de lignina como recurso consideravel flexivel

Durante muitas décadas, estudos e experimentos sdo realizado, afim de valorizar o0s
polissacarideos de origens vegetais, associado a celulose e a hemicelulose (LINGER et al.,
2014) As ligninas sdo macromoléculas fendlicas sendo como principais componentes das
paredes celulares das plantas, composta por trés unidades fenilpropandides monoméricas, sendo
0 guaiacil, siringil, vanilina e siringaldeido, conectadas por ligagdes C-C e C-O, suas
constituicBes podem variar entre uma espécie de planta entre outras (LINGER et al., 2014;
MENDONZA- AZABACHE; ZAVALETA -RODRIGUEZ, 2018; MORAES et al., 2018).

O polimero possui uma fonte renovavel de produtos aromaticos e bioderivados fenélicos
interessante para a industria quimica, podendo substituir o uso de derivados do petréleo
(MORAES et al.,2018). O processo de despolimerizacdo da lignina é complexo, e pode
envolver rotas metabdlicas que possuem varias enzimas expressas por um mesmo
microrganismo ou um conjunto de microrganismos, tais como algumas espécies de fungos e
bactérias com capacidade de acdo conjunta de seu repertério enzimatico (MORAES et
al.,2018). Entretanto o processo de biocatalise é considerado uma excelente opcao ser de aporte
especifico de baixa necessidade de energia, visando no custo e efetividade do método (RAJESH
etal., 2019).

Pesquisas apontam como desafio a viabilidade da bioconversdo de lignina em PHA,
sendo essencial a triagem seletiva da cepa apropriada, para realizar a converséo de lignina para
processos biorrefinarios. Alguns extensos estudos, resultaram em destaque uma diversidade de
bactérias como a Ralstonia eutropha. As bactérias pertencentes do género de Pseudomonas,
como P. oleovorans e, P. corrugata foram reconhecidos na producdo de PHA. A valorizagédo
do uso da lignina como substituto de fonte de carbono industrializado no desenvolvimento do

biopolimero, tem se mostrado como recurso promissor e sustentavel (RAJESH et al., 2019).
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A lignina € o segundo biopolimero mais abundante do mundo, ficando atras apenas da
celulose, este polimero orgénico, corresponde a 95% da biomassa vegetal total, sendo denso
em energia de alta resisténcia (LINGER et al., 2014; RAJESH et al., 2019; RAVI et al.,2019).
Os seus principais componentes estdo presentes nas paredes celulares das plantas. E formado
por moléculas de fenilpropano, que é muito resistente a degradacdo enzimaética, se tornando
uma barreira para a 4gua. O processo de catabolismo ocorre a partir de vias superiores que
atuam como um funil bioldgico, convertendo essas correntes de lignina em substratos
heterogéneos (LINGER et al., 2014; MENDONZA- AZABACHE; ZAVALETA-
RODRIGUEZ, 2018).

Linger e colaboradores (2014) referem que a importancia de producdo de lignina
residual é de urgéncia crescente pois favorecera a economia mundial de combustivel. O pré-
tratamento desta biomassa em escala, pode contribuir no desenvolvimento de mondmeros
derivados de PHA-mcl, sendo os pilotos a serem utilizados na producdo de bioplasticos,
precursores quimicos ou combustiveis (RAJESH et al., 2019).

A lignina e biopolimeros derivados, sdo de grande interesse industrial, devido seu
potencial de aplicacdo nos diversos campos comerciais, incluindo os setores biocombustiveis,
alimenticios, cosméticos entre outros (MORAES et al., 2018; PEREIRA, 2009).

Os estudos conjugam a relevancia para a biotecnologia, agregando ao estudo da
lignificagdo, despertando o conhecimento cientifico e tecnoldgico, fundamentando para que as

pesquisas da lignina acompanhem a evolucédo dos processos biotecnologicos (PEREIRA, 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

Este capitulo se baseia na explanacdo da execucdo da pesquisa e do desenho
metodoldgico que fora adotado durante o processo de construcao.
Assim, serdo abordados os passos e procedimentos tomados para a realizacdo dos

objetivos propostos em pesquisa.
3.1 Procedimentos Iniciais

Nesta etapa, serdo exibidos os procedimentos metodologicos adotados para a execucao
dos ensaios laboratoriais.

Para a identificagdo de novas linhagens de amostras de solos, de interesse para este
estudo, foi realizado prévio estudo tedrico, a fim de aplicar as recomendacfes de testes
biomoleculares que permitem a caracterizacao taxondémica da cepa.

Para seguranca, maior observancia e meétodos comparativos e confirmatorios, 0s
ensaios, foram realizados em duplicatas.

Foram planejados experimentos para investigar o comportamento de diferentes cepas e

as suas caracteristicas fisico-quimicas, em relacao a producéo de bioplastico.

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

As amostras de solo foram obtidas na zona da mata paulistana, em propriedade rural no
municipio de Salto de Pirapora “Latitude = 23°37°51” S / Longitude = 47°40°45” W” (WGS-
84).

Esta propriedade tem sido utilizada historicamente para descarte de polimeros ndo
reciclaveis, com descarte de polimeros de forma inadequada nesta regido, onde descartava-se
neste solo, entulhos em geral, como: plasticos, garrafas, sacolas, pneus velhos, madeiras.

Em tempos modernos, esta regido foi limpa, destinando estes residuos para o local
apropriado, hoje, este solo € relativamente imido e possui vegetacdo secundaria.

A amostra de solo foi coletada da superficie do solo com uma pé de jardinagem, e foi
armazenado 8 g desta amostra do solo no biofreezer (-80 °C) 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 regido do Municipio de Sumaré, nas seguintes coordenadas geograficas:
(22°82°55” 187, 47°07°74” 04”). A fins de identificacdo, os microrganismos isolados desse
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consércio foram denominados como TH1, TH2, TH3, TH4, TH6, antes da confirmacdo por
procedimentos de testes biomoleculares.

3.1.2 Preparo do cultivo e inoculagéo das cepas de P. putida e Arthrobacter, no caldo Luria
Bertani (LB)

O preparo do cultivo em meio de LB, foi realizado conforme descri¢do de Sambrook et
al. (1989). A composigéo 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 sodio: 5,0 0 (g/l);

Foram preparados 5 mL do meio de cultivo LB sem a adi¢cdo de 4gar em tubo Falcon,
sendo denominado como “o caldo”. Esta solucao foi autoclavada a 121°C por 20min, sendo
resfriada em seguida, em ar ambiente até 60 °C para a manipulag&o.

Com auxilio de uma alca para microbiologia estéril, foi inoculada a cepa neste caldo.

As cepas estavam em condi¢des de armazenamento. O tubo de Falcon com a solucéo e
indculo foi adicionado em uma incubadora rotativa shaker sob agitacao de 180 rpm a 30 °C por
48h.

3.1.3 Semeadura na placa de Petri e manutencéo das cepas

Diferenciou-se o protocolo de preparo do meio cultivo LB sélido, com o meio de cultivo
LB em caldo, apenas com acréscimo de 1,5% de agar no preparo para o0 meio de cultivo solido
em placas de Petri. A solucdo foi autoclavada a 121 °C por 20 min, sendo resfriada em ar
ambiente até 60 °C para manipulacéo.

Apds o resfriamento foi procedida a semeadura do microrganismo no cultivo de LB
solido, por técnica em estriamento por esgotamento na placa de Petri de 90x15mm. Conforme
descricdo de Tortora et al (2012). As colbnias foram acondicionadas em uma estufa regulada
em 30 °C por 24h, observando o crescimento e diferenciacdo das cepas.

Apbds 24h, do cultivo a manutencdo das cepas, procedeu com o repique em meio LB
solido, na mesma composicdo mencionada, fazendo a semeadura em tubos de ensaios em

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

3.1.4 Desenvolvimento dos consércios microbianos

Os consdrcios microbianos sdo desenvolvidos por diversas comunidades microbianas
por processos de fermentacdo, podendo ser utilizados em estudos para identificacdo e
degradacdo composta de uma matéria (LIMA, 2014).

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

1 g de solo com o acréscimo de 50mL de meio mineral , se seguindo recomendacdo do
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fabricante (BUSHNELL; HAAS, 1941 e adaptagdo RAMSAY et al., 1994) Bushnell Haas
Broth da Himedia, composi¢do: MgSOa.: 0.20 g/L; CaClz: 0.02 g/L; KH2PO4: 1.00 g/L;
K2HPO4:1.00 g/L; NH4NO3:1.00 g/L; FeCis;0.05 g/L, com acréscimo de 0,1% de triptona, 0,1%
de glicose e 0,59 PET.

A cada 10 dias foi feito um novo cultivo nesta mesma composigéo 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 °C. O procedimento foi repetido 10 vezes, totalizando 100

dias de cultivo.

3.1.5 Isolamento dos microrganismos dos consorcios microbianos

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

As linhagens isoladas desses consorcios microbianos foram denominadas BR1, BR2,
BR3, BR4, BR5, BR6 e BRY7.

Para o0 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 &gar. O meio de cultura
foi autoclavado e despejado nas placas de Petri e, apos solidificado, se realizou o estriamento
por esgotamento, com uma al¢a de inoculacdo de 1pl isolando o total de 12 cepas distintas,
incubando as placas na estufa bacterioldgica a 30 °C por 48h. As col6nias 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 minimos, na concentracdo sugerida pelo fabricante
(3,27 g/L), com o acréscimo de 0,1% glicose e a porcao 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 coloracédo de Gram e identificacdo morfoldgica de bactérias

O teste de coloracdo de Gram € uma técnica simples e rapida que possibilita a
visualizacdo da caracteristica de exposicdo da parede celular sob reacdo da aplicacdo de
corantes e solucdes. O teste, que serve para identificacdo da morfologia das bactérias, permite
saber se estas sdo 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 anélise.
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A técnica é realizada através de um esfregaco bacteriano fixado numa lamina por acéo
do calor. Como reagentes, utilizou-se: cristal violeta, iodo, etanol-acetona, safranina, agua
destilada, 6leo de imersdo, solucdo salina e a col6nia da bactéria em estudo (BRASIL, 2001;
TORTORA et al., 2012;).

O esfregaco das células da bactéria fixado em Iamina foi submetido ao corante cristal
violeta. Apo6s aguardar um minuto de tempo de reacdo, o corante foi escorrido e a lamina foi
coberta com lugol. Apds a espera de mais um minuto, a amostra da lamina foi lavada em agua
destilada e descorada com etanol-cetona 1:1 por 30s, sendo lavada mais uma vez em agua
corrente e coberta posteriormente com o corante Safranina. Apds o processo, foi colocada para
a secagem por 2 min e observada no microscopio (BRASIL, 2001; TORTORA et al., 2012).

3.1.7 Amplificacdo do material bioldgico por reacédo de cadeia polimerase — PCR

A amplificacdo do material bioldgico foi realizada com a reacdo de PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase ou Polymerase Chain Reaction). A técnica de PCR foi realizada em um
termociclador eletrdnico da marca Apollo ATC 201 PCR (HEATHER et al., 2015).

Os Primers especificos foram utilizados para amplificar a regido 16S rRNA, regido de
identificacdo do género das cepas bacterianas (LANE, 1991; ROMANO, 2014). Os primers
utilizados as andlises foram os primers universais A amplificacdo da regido ITS dos isolados
foi feita com os primers universais ITS1 (5-TCCGTTGGTGAACCAGCG G-3°) e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3), conforme referencial teérico WHITE et al., (1990).

Para o preparo, tomou-se uma aliquota com a dilui¢do 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 extensdo da cadeia complementar (rastreamento): e Tampao 10X Taq (tampé&o
PCR buffer) e Agua milig.

Os fragmentos de DNA foram amplificados em Termociclador em 36 ciclos sob as
seguintes condi¢oes:

Estagio 1 — O 1° ciclo foi programado para atingir a temperatura a 94 °C, mantendo

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

do DNA, ou seja, sdo separadas;

Estagio 2 — Apo0s a separacdo das fitas, ocorre o processo de anelamento, onde os

primers se ligam aos sitios especificos na fita simples a temperatura programada foi de

57 °C por 30min;
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Estagio 3 — Extensdo por 2h a 72 °C, sendo esta temperatura considerada a ideal para
o funcionamento da taq Polimerase, onde se introduz os nucleotideos que
complementardo a cadeia que estd sendo sintetizada, completando assim as fitas
simples, tornando-as duplas.

As demais proporcdes e concentracdes de reagentes utilizados encontram-se dispostas

no Quadro 3.
Quadro 3 - Concentracao, reagentes e primers especificos utilizados
Solucdo 50 nl reagentes Concentracao final
10X Standard Taqg Reaction Buffer 5ul 1X
10 mM dNTPs 1 ul 200 uM
10 uM Forward Primer (8F) 1 ul 0.2 uM (0,05-1 uM)
10uM Reverse Primer (907) 1 ul 0.2 uM (0,05-1 uM)
Template DNA variable <1,000 ng
Tag DNA Polymerase 0.25 ul 1.25 unts/50ul PCR
Nuclease-free water To 50 ul -

Fonte: Elaboragdo propria.

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

A analise realizada pelo método de eletroforese permite a purificacéo e a visualizacao
de fragmentos de DNA e RNA das macromoléculas de acordo com seu tamanho e peso
molecular, no qual sdo submetidas, mediante a um campo elétrico. A corrida eletroforética
carrega as particulas negativamente em direcdo ao eletrodo positivo e os fragmentos menores
atravessam mais rapidamente em comparacdo aos fragmentos maiores: o tempo de migracao
varia de acordo com o tamanho dos fragmentos (POSSIK, 2010).

Para realizar o procedimento, foi utilizado o tampédo de corrida o gel de agarose
(polissacarideo) a 1%, que partiu da solucdo de estoque 50X, TAE (tampao Tris-Acetato-EDTA
a 0,5 mol com pH 8.0. Adaptacao de Fernandes (2014); Sambrook e Russel, (2001).

Quanto ao preparo da solucéo, se procedeu: foi pesado 242g de Tris base, diluido em
700mL de agua deionizada, acrescido 57,1mL de &cido acético 100% e adicionado 100mL de
solugéo estoque EDTA 0,5 mol, sendo ajustado o volume final da solucéo para 1L. Adaptado
de Sambrook e Russel, (2001).

A partir desta, a solucgéo, foi diluida na porcentagem calculada para 1%, sendo ajustado
novamente o pH a 8,0 com hidréxido de sodio, (NaOH), aquecendo 40 mL da solugdo no
microondas durante 60s, agitando continuamente, repetindo 0 processo até que a agarose se
dissolveu completamente, deixando a solugéo esfriar <60°C, posteriormente foi acrescido 3 pL

de brometo de etideo, agitando cuidadosamente. Este gel de agarose foi vertido na cuba do
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equipamento, eliminando a formacéao de borbulhas com uma ponteira, em seguida foi inserido
0 pente de plastico proprio do equipamento, para criar 0s pocos e aguardado média de 20min
para o gelificar. Posteriormente colocando o tampéo 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 padrao de peso molecular DNA “Ladder” entre 100 pb e 1000
pb. (Ladder-1kb), que permite a visualizacdo das bandas comparando com o marcador de peso
molecular de DNA da escala padrdo (GOMES FREITAS et al., 2017; HORNINK, 2015). Neste
caso, foi aplicado o marcador Genedire X 6D 1Kb plus DNA Ladder.

A programacéo da corrida do gel utilizada foi de V=080 Volts, 1= 400 mA, P= 009 w.
O tempo de corrida foi de 50min. Foi utilizado o equipamento transiluminador de luz UV para
visualizar &cidos 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 amplificacdo por PCR, utilizando o mesmo Kkit.

3.1.9 Analise por sequenciamento de DNA

Os produtos de PCR foram purificados e sequenciados pelo mesmo par de
oligonucleotideos (HORNINK, 2015). Foi utilizada a plataforma Geneious Prime para a
realizacdo do alinhamento das sequéncias de DNA, além da construcao da arvore filogenética
das linhagens estudadas, servindo assim como comparativo e, portanto, ferramenta para
identificacdo das bactérias (HORNINK, 2015).

As bandas do gel de agarose foram cortadas e purificadas utilizando o Kit DNeasy
PowerSoil, sequindo as orientacdes do fabricante, sendo encaminhado para sequenciamento, no
laboratdrio Exxtend Solucdo em Oligos Ltda, situado no municipio de Paulinia/SP.

Conforme instrucao da empresa especialista, foram enviados ao laboratério amostras de
(1) tubo primer Forward: 3 pL; (2) 1 tubo primer Reverse: 3 puL na concentragéo de 10 pmol/pL
(=10 uM), e 20 pL 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 descri¢do do volume
injetado e marcador que foi utilizado, juntamente com o formulario de envio preenchido com
as combinagdes dos primers e tamanho dos fragmentos (EXXTEND, 2022).

A anadlise por sequenciamento permite a identificacdo exata da sequéncia de

nucleotideos em uma molécula de DNA (acido desoxirribonucleico), identificando as quatros
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bases de fragmentos: Adenina, Guanina, Citosina e Timina. Esta sequéncia € a base onde estdo
contidas as informacgdes sobre a bioquimica e as propriedades hereditarias do gene ou
genotipagem de SNPs além da identificacdo de espécies (EXXTEND, 2022; HEATHER et al.,
2015).

Foi utilizada a plataforma Geneious Prime para a realizacdo do alinhamento das
sequéncias de DNA, além da construcdo da arvore filogenética das linhagens estudadas,
servindo assim como comparativo e, portanto, ferramenta para identificacdo das bactérias
(HORNINK, 2015).

3.2 Estoque das cepas e consorcios microbianos

As cepas bacterianas estavam em condi¢des de armazenamento no freezer a -22 °C, em
microtubo, em meio de cultura LB, sem a adicdo de dgar com acréscimo de glicerol, a 30%.
Para reforcar a margem de seguranca da preservacao das linhagens de cepas utilizadas nesta
pesquisa, estocamos algumas amostras no ultrafreezer (-80 °C), utilizando como referencial

tedrico, Tértora e colaboradores (2012). Pag. 170 - Preservacao de culturas bacterianas.
3.3 Analise qualitativa

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

A andlise por coloragdo é normalmente utilizada para corar coldnias e distinguir entre
linhagens que acumulam e ndo acumulam PHA. Trata-se de um método qualitativo eficiente
com o objetivo de detectar a presenca de (PHA) nas coldnias de bactérias cultivadas nas placas,
sendo este método altamente sensivel para visualizar em vias de comparacgdo a colorac¢do do
granulo por agdo dos corantes (GODBOLE, 2016; LICIO, 2011; SHAH; KUMAR, 2021).
Foram utilizados corantes lipofilicos como o “Sudan Black B” ¢ coloragdo por “Nile Blue A”
(SALGAONKAR et al., 2013; SPIEKERMANN et al.,1999).

O meio de cultura foi preparado utilizando como fonte de nutrientes minimos o meio
mineral da marca Bushnell Hass Broth (Sigma-Aldrich) na concentracdo sugerida pelo
fabricante: 0,327g em 100 mL. Conforme o rétulo, a composigao ¢ MgSOa: 0,20g/L; CaCl:
0,02g/L; KH2PO4: 1,00g/L; KoHPO4: 1,00g/L; NH4NO3: 1,009/L; FeCis: 0,05¢/L. Foi acrescido
1,5% de &gar para a solidificacao.

A partir deste meio de cultura, foram acrescidas fontes de carbonos distintas e com
concentracdes variadas, sendo: o glicerol e glicose nas concentragdes especificas: 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 solucdo 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 bacteriologica a 30 °C
por 48h.

O preparo da solucdo de corantes Sudan Black B se iniciou a partir do preparo da solugao
estoque nas seguintes proporcdes: foi pesado 0,01 g do p6 de Sudan Black B para 100 mL de
etanol PA e esta solucdo foi aquecida em banho maria, em equipamento especifico para o
laboratério, por 60 min na temperatura de 60 °C. A temperatura foi confirmada com o
termometro periodicamente. Posteriormente foi aguardado o resfriamento e adicionada esta
solucdo no baldo volumétrico, a fim do uso da solugdo dissolvida a solucédo alcodlica a 96%, na
concentragdo de 0.5 pg/mL (SALAMEH, 2004). A solugdo foi armazenada em frasco ambar
bem fechado, tendo validade de até um ano.

Para o preparo do estoque do corante Nile Blue A, foi pesado 0,01 g de pé de Nile Blue
A para 100 mL de acetona PA.

Os passos foram repetidos com o corante Sudan Black B. Assim, a solucéo foi dissolvida
e colocada em banho-maria por 60 min mantendo a temperatura de 60 °C. A temperatura foi
averiguada com o uso periodico do termometro. O estoque foi armazenado em frasco ambar
fechado, tendo validade de até um ano.

Apos as 48h de incubacdo das coldnias nas placas em meio rico em nutrientes com a
adigdo de fontes de carbonos descritas, foi adicionado 40 pL do corante Sudan Black B que
estava preparado em solucdo de estoque. As placas foram mantidas com essa solugdo, sem
perturbacdo, por 20 min sendo o excesso de corante decantado cuidadosamente. Em seguida,
foram enxaguadas com etanol PA. Posteriormente, o0 método foi repetido adicionando os 40 uL
do corante Nile Blue A, partindo também da solucdo em estoque.

A confirmacdo por teste comparativo da observancia dos granulos 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 Anélise por microscopio eletronico de transmisséo (MET)

Foi utilizado um microscopio eletrénico de transmissao (MET) para visualizacdo em
emissdes de RX das amostras selecionadas neste ensaio. Foi escolhida esta técnica devido a sua
capacidade de alta resolucdo, que permite melhor visualizacdo da estrutura dos grénulos,
favorecendo na identificacdo de sua forma e tamanho — os distintos parametros 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
recomendacéo do fabricante Sigma e adaptacdo de RAMSAY et al., 1994). De acordo com a
literatura, estas cepas se destacaram, se mostrando mais promissoras em capacidade de
producdo de PHA nos experimentos e nas analises realizadas.

O microscépico MET incide em feixes de elétrons muito finos que sdo direcionados a
amostra, ampliando a imagem das microestruturas, em qualidade superior aos microscopios
opticos. Os feixes atravessam a amostra do experimento e tém 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 copolimeros (OLIVEIRA, 2010).

3.4 Producao da biomassa bacteriana em frascos agitados

Para esta etapa do bioprocesso, foi utilizado o método de pré-indculo e in6culo em
frascos agitados. Os meios de cultivos demandam reagentes distintos, essenciais ao bom
crescimento das cepas e dos microrganismos, devendo conter fontes de carbono, nitrogénio,
vitaminas e sais minerais.

A producdo da biomassa foi planejada em sete etapas:

1. Preparagdo do meio de cultura concentrado - Terrific Broth (TB) que é o cultivo
- Pré — Inéculo;

2. Inoculagdo da colonia;

3. Incubacdo em temperatura de 30 °C na rotacdo de 160 rpm por 30h;

4. Preparo do Meio (M9) Minimo, e incubar o pré-indculo neste meio por mais 72h,
para acumulacédo do PHA;

5. Centrifugacéo;

6. Descartar o sobrenadante;

7. Liofilizacdo do material.

3.4.1 Preparo do meio de cultivo TB e inoculacdo da colénia

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-inéculo.

A preparacdo do pré-indculo 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 composi¢do nutricional rica para o crescimento de bactérias com maior

concentracéo, 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 Col6nias frescas de P. putida nesse pré cultivo
e, acondicionando por 24h em incubadora, sob agitagdo de 140 rpm. Os cultivos em
Erlenmeyer, foram retirados e transferidos em duplicata para tubos 50mL em capela de fluxo
laminar. Prosseguindo para a centrifugacdo a 6600 rpm, obtendo os pellets, que sdo a biomassa

bacteriana precipitada descartando o sobrenadante.

3.4.2 Preparo do meio M9 mineral e inoculacéo do pré-inoculo

Sequencialmente a biomassa foi transferida para 100mL do meio M9, contendo 5 ml
de tampé&o Na,HPO,/ NaH,PO4 a1M e pH 6.8, € 0,39 g/L de MgSO,4 (MUNIR; JAMIL, 2018),
acrescendo 10% v/v de glicerol. Esse cultivo foi mantido sob agitacdo no Shaker a 140 rpm
durante 72h.

3.4.3 Centrifugacao

Apds 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
liofilizac&o.

A Figura 4 ilustra dos tubos de centrifuga com pré-inoculo cultivado, p6s o processo de
centrifugacdo. A figura (a) apresenta os pellets com sobrenadantes e a figura (b) apresenta 0s
mesmaos pellets com o descarte dos sobrenadantes.

Figura 4 - Fotos dos tubos de centrifuga, tipo Falcon do pré-indculo apés 30h

(A) pellets com sobrenadantes apds o processo (B) os mesmos pellets com o descarte do
de centrifuaacéo sobrenadante.

Fonte: Acervo proprio.
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3.4.4 Liofilizacdo

O processo de liofilizacao ou secagem a frio (freeze dry) é um procedimento de secagem
por sublimacéo que remove a agua da biomassa. Este processo € utilizado como pré-tratamento
na producdo de biopolimeros, facilitando na etapa posterior, de extracdo por solventes
organicos. Trata-se de um processo nobre de conservagdo de materiais bioldgicos, envolvendo
os dois métodos mais confiaveis de conservacdo (TERRONI et al., 2013).

No processo de liofilizacdo inicial, o material estava armazenado em um ultrafreezer,
mantido na temperatura abaixo de -80 °C e foi acondicionado nas bombas de alto vécuo interna
no liofilizador a uma pressao negativa, procedendo do estado solido para o estado gasoso na
remocao da agua da biomassa (processo de sublimacéo), que estabiliza o produto (TERRONI
et al., 2013), mantendo a sua estrutura Umida, preservando a capacidade de ser reconstituida
por adi¢do de um meio liquido simples, como a agua, resultando, assim, em material liofilizado
sem alteracdo de tamanho, cor ou tamanho.

Para o inicio do procedimento, deve-se fechar a valvula do liofilizador drain (no sentido
horério), verificar se todas as torneiras estdo com VET para cima, e apertar a tecla fridge,
permitindo a temperatura alcangar -41°C, onde a luz do painel acionara a cor verde (protocolo
Lafinau). As fotos do equipamento estdo ilustradas nas figuras (9).

O material genético utilizado nesta tese foi liofilizado no equipamento: liofilizador
ModulyOD Thermo Fisher, N° de Série — R23T-659559-RT FDA 20529.por 24h.

Figura 5 - Fotos do equipamento para processos de liofilizacdo

Fonte: Imagens retiradas durante realizacdo do procedimento, exibindo equipamento adquirido com recursos da
FAPESP no laboratdrio Lafinau. Processo 07/53883-6.
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3.4.5 Retestagem de Gram a partir do material centrifugado

Ap0s o procedimento de liofilizacdo foi realizado a retestagem por metodo de Gram, do
material bacteriano, (TORTORA et al., 2012) a fim de confirmacdo e verificacdo de
possibilidades de contaminantes na amostragem, com o intuito de observar novamente as
caracteristicas das cepas em processo, possibilitando assim maior controle e sequenciando 0s

préximos passos dos experimentos.

3.4.6 Extragdo do PHA a partir de solventes

O processo deste ensaio foi realizado a partir de métodos quimicos com solventes
organicos (RAMSAY et al., 1994), para modificar a permeabilidade da membrana celular e
posteriormente solubilizar a massa residual (CORREA, 2014). Esta técnica é utilizada por sua
simplicidade, permitindo a extracdo do biopolimero em alto grau de pureza, tendo elevada
porcentagem de recuperacao.

O protocolo foi desenvolvido realizando os seguintes passos: primeiramente, foi pesado
0 tubo de centrifuga, 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 solucéo foi
aquecida a 100 °C no equipamento de extracdo Soxhlet durante 3h. Apds 3h, o equipamento foi
desligado e aguardou-se o resfriamento da solucdo, atingindo a temperatura ambiente, A
solucdo foi colocada num becker e acrescido 113mL de agua destilada, agitada com um bast&o.
Apos alguns minutos, as fases desta solucdo foram separadas: a fase organica foi recuperada, e
esta, se divide nesta solugéo, ficando no inferior do tubo, conforme adaptacéo de Corréa (2014);
(SHAH; KUMAR, 2021; SPINOLA, 2018). O sistema de filtracio adotado foi usado a stericup,
adicionando o filtro de membrana 0.45 micrometro e concentrando a solucdo no rotavapor
obtendo desta reagdo 5 mL de solugdo (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
solugéo etanol e dicloroetano, cuidadosamente, utilizando uma micropipeta de 1000 uL,
secando esta biomassa em temperatura ambiente. Apés a etapa da secagem, foi adicionado 3
mL de cloroférmio na parede do tubo da centrifuga a qual continha o precipitado da solucéo.

Este polimero bacteriano foi analisado em espectro UV obtendo a leitura de 265 nm.



56

3.5 Caracterizacdo de PHA por métodos espectrofotométricos

3.5.1 Espectroscopia UV-visivel

Os metodos Espectrofotométricos sdo largamente utilizados na determinagédo
quantitativa do teor de poliésteres das células bacterianas liofilizadas e extraidas por solventes,
medindo o peso do poliéster isolado, sendo assim o equipamento de espectroscopia de absor¢do
ultravioleta visivel - UV-vis medem e comparam a composicdo de PHA sendo este um fator
importante, devido os procedimentos biotecnolégicos realizados quantificando o rendimento e
na eficiéncia de recuperagédo (GODBOLE, 2016).

A absorcédo no ultravioleta € visualizada quando um feixe monocromatico atravessa o
meio absorvente. O resultado final dependera da resolucdo espectral do precursor Optico, do
nimero maximo de picos expressos No equipamento, da capacidade de alcance num intervalo,
bem como da radiacdo, do coeficiente de absorcdo e concentra¢do da substancia quimica da
anélise em questdo (MARTINHO, 1994).

O equipamento (espectrofotémetro de UV-vis) ira fornecer a absorbancia da amostra
num dado comprimento de onda, com isto o equipamento foi padronizado em curva de
calibracdo com concentragdes distintas, para obter-se constante de absortividade da amostra,
identificando quantitativamente a concentracdo da amostra (crotonic acid) através da funcdo
do primeiro grau, pois essa constante multiplicada pelo caminho 6ptico (comprimento da cubeta
10mm) dara o coeficiente angular (a) da funcéo f(x), com o auxilio da utilizacdo do exccel, e
o valor da absorbancia sera substituido pelo y da funcéo F(x) e o (b) da funcéo é tido como erro
experimental, apos essas substituicdes terd como incognita o (x) na qual sera calculado a
concentragdo em mols, gramas (NEVES, 2015).

y=ax+b

y = absorbancia

a = absortividade x caminho Optico (tamanho da cubeta 10mm)

X = concentracdo da amostra

b = erro experimental (NEVES, 2015).

Para realizar a analise, primeiramente obteve-se a mistura do PHA com acido sulfurico:
0 polimero seco foi misturado em tubo com 3 mL de &acido sulfdrico 36N, passado no vortex,
sendo aquecido por 20 min no equipamento especifico laboratorial de banho-maria a 100 °C.
Nesta etapa, o polimero de PHA hidrolisa em seus monémeros (MOJAVERYAZDI et al., 2014;
SHAH; KUMAR, 2021). Neste processo, 0s granulos sdo convertidos em acido croténico

bioldgico via desidratacdo, alterando sua cor, que passa a ficar em tom marrom escuro. A
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solucdo padrédo de &cido croténico deve ser resfriada, preparada em concentracdes diferentes
para fazer comparativo na curva (SHAH; KUMAR, 2021).

Preparo: Pesou-se 6mg de &cido croténico que foi diluido em 1mL de H2SO4,
concentracdo estoque: 6mg/mL = 0,006g (6mg) que corresponde a 1000ul; 2).

A partir da solugéo estoque 1 foi preparada uma nova diluigdo partido de 30ul do estoque
e adicionando 2,970 mL H2SO4: 0,18 mg (ou 180ug) Adicionado 3 mL Concentragéo 60ug/mL,
60ug = 1000ul = 30ul. 3).

A partir da diluicdo para concentracdo padrdo, que corresponde (60ug/mL), foram
preparadas diluicbes, para o volume final de 3 mL afim de realizar as leituras no
espectrofotdmetro, partindo das diluicbes em microlitros progressivas de 30, 35, 40 e 45ul*:
novas dilui¢bes: 0,030mL + 2,970ml; 0,040mL + 2,960ml, etc.

Em seguida, essa nova diluicdo (Vf= 3mL). Para a calibragdo do equipamento, foi
utilizado o &cido sulfarico puro como amostra controle, ou seja, 0 branco, apos ter sido zerado
0 equipamento foi utilizado uma cubeta de quarzto de 700ul para realizar a leitura delimitando
a faixa de absorvancia entre 200 a 300 nm, para medicdo (MOJAVERYAZDI et al., 2014).

Para se obter a confirmacdo de presenca 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 analitico quantitativo, feito através de
espectroscopia de uma ampla gama de irradiacdo de ondas infravermelhos com transformada
de Fourier (FTIR), (GODBOLE, 2016; GOMAA, 2014).

Para a analise de espectroscopia por FTIR foi utilizado o equipamento IRAffinity- 1S da
SHIMADZU, pertencente ao Laboratério de Biomateriais e Nanotecnologia (LaBNUS) que esta
situado do Parque Tecnologico de Sorocaba.

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é um método
utilizado de forma répida e permite a identificacdo de grupos quimicos especificos e, desta
forma, confirma a producao 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 analise, foi aplicado o protocolo laboratorial, sendo preparado,
adicionando 2 mg da amostra de biopolimero extraido e dissolvido em cloroférmio + 300 mg
de brometo de potassio (KBr) no intervalo de 400nm a 4000nm.

Esta mistura foi adicionada para secagem em estufa a 70 °C por 15 min, e a partir desta

homogeneizacdo, a mistura foi levada para prensa hidraulica para formar as pastilhas e serem
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adicionadas ao equipamento de FTIR para determinacdo do mondmero (recomendagéo
protocolo LaBNUS e referencial: GOMAA (2014).

3.5.3 Analise de por HPLC (UltiMate LPG-3400SD, Thermo Scientific)

O equipamento utilizado permite realizar a técnica de cromatografia liquida de alto
desempenho e analisar os componentes que absorvem em duas fases; uma fase movel e outra
fase estacionaria. O procedimento cromatografico tem como objetivo separar, identificar e
quantificar, os compostos de uma amostra quimica analitica, detectando a variedade de acordo
com suas propriedades fisico-quimicas de volatilidade e polaridade (BLUM, 2014; SILVA,
COLINS, 2011).

Foi realizada para a identificacdo de compostos fendlicos da lignina, visando avaliar o
consumo de fragmentos de lignina pelo microrganismo no meio de cultura com as trés bactérias
BR4, TH1 e Arthrobacter, onde foi possivel observar, na primeira linha, o meio de controle e

0S picos aparentes, 0s quais representam fragmentos de lignina presentes no meio de cultivo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O capitulo 4 tratard da exposicdo dos principais resultados encontrados durante o
processo de pesquisa, exibindo os achados e conclusdes obtidos através das analises propostas.
Os resultados também serdo discutidos textualmente, ao longo do capitulo.

A totalidade de microrganismos utilizados neste experimento foram de 14 col6nias
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 inicio a pesquisa para meios comparativos na capacidade de
producdo de bioplastico.

= Sete microrganismos foram isolados a partir do solo, denominados antes da
identificagdo como BR1, BR2, BR3, BR4, BR5, BR6 e BR7; - Coleta realizada para
dar inicio aos consorcios, a fim de estudar a capacidade destes microrganismos na

degradacédo de PET e producdo de PHA, selecionando novas linhagens

= Cinco microrganismos foram isolados a partir de amostras selecionadas pelo grupo,
denominados antes da identificacdo como TH1, TH2, TH3, TH4, TH6. — O cultivo
destes microrganismos visava como interesse, realizar experimentos de adaptacao

das cepas afim de desenvolver uma rota de bioconverséo/ valorizagéo de lignina.

= Uma amostra da cepa Arthrobacter, derivado de pesquisas do grupo do Prof® Fabio

Marcio Squina.
4.1 Resultado do teste de coloracdo de gram das linhagens avaliadas no estudo

Os resultados para os testes de coloracdo de Gram feitos a partir das linhagens obtidas
permitiram evidenciar caracteristicas comuns apresentadas, estando de acordo com o
referencial tedrico de autores especializados na area.

Pode-se observar semelhancas e distin¢Bes entre as duas classes de bactérias, em relacdo
as cores e ao formato morfoldgico, identificadas a partir do processo de coloragdo com agentes
quimicos num esfregaco bacteriano.

O processo descorante acontece na lavagem com a solugdo de alcool-acetona, que
descolore a cor parpura de apenas algumas das espécies, permitindo diferencia-las. As bacterias
reagentes que retém a corante purpura / violacea sdo classificadas como Gram-positivas;
possuem uma parede celular de peptideoglicano mais espessa. As bactérias que perdem a cor

violeta sdo classificadas como Gram-negativas, estas rompem as camadas externas, devido ter



a camada mais fina durante a descoloragdo 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 sele¢do 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 selecéo de
microrganismos em estudo. A figura n® 6 é a cepa cedida para o estudo, denominada P. Putida

6- Cepa P. putida
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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 caracteristicas
de similaridade citada na linhagem cedida, a P. putida (Figura 7), ou seja, ndo retiveram o
corante cristal violeta durante o processo.

O resultado do teste de coloracdo da bactéria cedida pelo Dr. Tim, a P. putida € uma
bactéria Gram-negativa caracterizada morfologicamente em bacilos com a forma de bastonetes,
de coloracgdo rosa/avermelhada.

Para melhor visualizacdo da apresentacdo de resultados das linhagens isoladas

identificadas no teste de coloragcdo de Gram, foi desenvolvido o quadro abaixo:

Quadro 4 - Resultados das linhagens isoladas identificadas no teste de coloragdo de Gram — Interpretacdo com
leitura no livro de TORTORA et al.(2012).

Amostra Resultado do teste coloracao 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: elaboragdo prdpria.
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E esperado que as cepas selecionadas para o estudo, possuam alta capacidade em velocidade
especifica para a produgdo de PHA, acumulando, ao menos 60% de seu peso seco, sendo este um critério
importante na sele¢do de todas as bactérias, sendo elas Gram-positivas ou Gram-negativas. Esta alta
capacidade de producdo, reduz o uso dos substratos, reduzindo assim o custo na producdo do

biopolimero, sendo este rentavel as industrias investidoras (VIEGAS, 2005).

4.2 Resultado por analise de eletroforese

A anélise em eletroforese determinou os tamanhos das bandas sob visualiza¢cdo em um
transiluminador sob luz UV, em uma escala de DNA padréo, a fim de se comparar a migragédo
diferencial (POSSIK, 2010).

As bandas tratadas foram analisadas em gel de agarose 1% m/v e mensuradas em
Nanodrop. Os fragmentos da separacdo 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 orienta¢des do fabricante.

Figura 8 - (A) (B) Imagem do gel de agarose das linhagens isoladas do solo e selecionadas em estudo

wgura A - Gel de agacose - BRs

Fonte: Imagens do acervo do grupo de pesquisa.

A) Imagem do gel de agarose 1% com o resultado da extragio 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 extracdo 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 nucleotideo em empresa especializada.

Com base nas andlises dos resultados, foi possivel realizar a identificacdo de
sequenciamento e a comparacdo do RNA ribossomal a nivel de género 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 regides
hipervariaveis, fator que se encaixa nas espécies de Pseudomonas, possuem géneros bacterianos
muitos diversos, que divergiram ao longo da evolucdo, sendo identificada no rRNA 16S
(HORNINK, 2015).

O gene codificador analisa a procedéncia génica e a analise da estrutura filogenética
estabelece a maior relacdo entre eles, devido seu nivel de similaridade, identificando assim, o
género e espécie de linhagens (HORNINK, 2015; ROMANO, 2015).

Observou-se que algumas cepas isoladas se tratavam de fungos, entéo foi feito o PCR
da regido do Espaco Interno Transcrito (ITS), que se trata de outra técnica utilizada para a

caracterizacdo de fungos a nivel de género (WHITE et al., 1990).

4.4 Resultado das analises de sequenciamento microbiano das amostras das linhagens de
trabalho

Sobre as bactérias isoladas, o sequenciamento indicou a presenca de 4 microrganismos
do género Pseudomonas, 1 do género Mycolicibacterium e 1 do género 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 —
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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 degradacdo de PET, com a identificacdo de género ap6s
sequenciamento 16S e da regido do Espaco Interno Transcrito (ITS)

Nome da cepa Género 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: Elaboracéo prdpria.

Os resultados das analises genéticas das linhagens obtidas a partir do cultivo no solo
indicaram a presenca de diferentes microrganismos e até mesmo semelhancas entre as cepas
estudadas que apresentavam caracteristicas ou padrao de crescimento distintos.

Os resultados permitiram a identificacdo das espécies de bactérias e respectivamente seu
género.

O banco de dados do grupo de pesquisa permitiu identificar os géneros das cepas BR6
e TH4, tratando-se de Trichosporon sp. e Candida sp, respectivamente. Esses microrganismos
ndo se mostraram promissores para producdo de PHA nos ensaios realizados.

Apbs a identificacdo foram realizadas analises dos cromatogramas com a intencdo de
identificar os géneros dos microrganismos isolados. Foi utilizado o programa Geneious Prime
para a realizacdo do alinhamento e das arvores filogenéticas das cepas. As figuras da

identificagdo das arvores 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 pardmetros de busca utilizados
visando a identificacdo taxonémica da linhagem BR4
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4.5 Resultados da coloracgao de colénias Sudan Black B e Nile Blue A

Os resultados de coloracdo por Sudan Black B e Nile Blue A, exibe fluorescéncia em luz

com irradiacdo ultravioleta, destacando as cepas que possuem granulos com capacidade em

producéo de PHA. Onde resultou maior destaque em aplicacéo de Nile Blue A.

As imagens contidas na figura 10 a seguir representam os resultados obtidos na analise

por coloragdo por Sudan Black B e Nile Blue A, em diferentes concentragdes de glicerol e

glicose das cepas denominadas THSs, e Arthrobacter, antes dos resultados de sequenciamento.
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Figura 10 - Resultados do teste por método de coloragdo das cepas de THs e Arthrobacter por Sudan Black B e
Nile Blue A com diferentes concentracdes de glicerol e glicose
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Teste realizado por método de coloracdo por Sudan Black B e Nile Blue A nas distintas concentracfes 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: Elaboracg&o propria.

No screening realizado neste trabalho, foi possivel evidenciar diferenca na visualizacéo
dos granulos citoplasmaticos (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 florescéncia, 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.

Anadlise referenciadas em estudo sobre o destaque na fluorescéncia das cepas produtoras
de PHA (GODBOLE, 2016; MOZEJKO-CIESIELSKA et al.,2019; SHAH; KUMAR, 2021).

Na avaliacdo sobre o melhor corante entre o Sudan Black B e Nile Blue A, devido a
diferenca significativa na intensidade da fluorescéncia emitida sob luz UV, foi possivel
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 coloracdo 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
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No screening realizado nesse trabalho, foi possivel evidenciar diferenca 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
florescéncia, 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 producdo de PHA, conforme referencial tedricos
estudados: (GODBOLE, 2016; MOZEJKO-CIESIELSKA et al.,2019; SHAH; KUMAR,
2021).

Apds testes biomoleculares e sequenciamento, foi identificado que as cepas em destaque
na fluorescéncia se tratavam de P. putida. Apontando a importancia de maior observacao destas
cepas como escolhas no andamento do projeto.

Na avaliacdo comparativa neste experimento entre os corantes: Sudan Black B e Nile
Blue A, relacionado com a diferenca na intensidade da fluorescéncia emitida sob luz UV,
possibilitou a confirmacdo que a melhor fonte de carbono foi o glicerol, enquanto 0 melhor

corante foi o Nile Blue A.
4.6 Resultado da analise por microscopio eletrénico de transmissdo (MET)

Para esta andlise, foi utilizado um microscopio eletrnico de transmissdo (MET),
modelo Zeiss EM 900, na facility do Departamento de Fitopatologia e Nematologia
ESALQ/USP.

A microscopia eletrénica permitiu a transmissdo na ampliacdo X 40.000, apresentando
maiores entendimentos moleculares, onde identificou nitidamente a estrutura da superficie
granulos intracelulares do PHA, confirmando a producdo dos biopolimeros microbianos
intracelularmente.

O PHA acumula em forma de granulos intracelulares nas cepas bacterianas, fendmeno
possibilitado quando o ambiente possui caréncia de diversos nutrientes, exceto carbono
(OLIVEIRA-FILHO et al., 2018), sendo localizado no citoplasma da célula, podendo ser
visualizado por um microscopio de luz de contraste de fase devido a sua alta refragéo.

As imagens comparativas, evidencia a presenca dos granulos nas cepas denominadas
(BR4), ou seja, P. putida.
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As imagens da cepa (TH1) Klebsiella sp, revelaram que ndo ha inclusdo de formacéo de
granulos no interior do seu corpo, sendo assim, esta cepa ndo se mostrou promissora para a
producdo de PHA. (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005).

Figura 12 - Imagens amplificadas por microscopia (MET) com os granulos de PHA das cepas denominadas
(BR4) Pseudomonas, e cepa de (TH1) Klebsiella sp

| TH1 20.000X

TH1 20.000X

Fonte: Acervo proprio - Imagens retiradas pelo grupo de pesquisa.

4.7 Resultados da caracterizacao fisico-quimica do biopolimeros

Os biopolimeros foram determinados quanto as suas caracteristicas fisicas e quimicas,
ressaltando-se que as caracteristicas do material obtido influenciam diretamente na qualidade
das aplicacGes, para caracterizacdo das ligacdes quimicas da amostra extraida, utilizamos a
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (OLIVEIRA,
2010; TANIKKUL et al., 2020). Preparou -se 0 ensaio com tratamento em acido sulfurico
convertendo o monémero em acido biocroténico, 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 analise 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 acido crotonico, foi de escolha alternativa para este ensaio, por se tratar de um
acido carboxilico insaturado geralmente produzido a partir da oxidacdo do crotonaldeido.
“composto a base de petroleo”. A adicdo de &cido crotdnico com plasticos hidrofobicos os
tornariam mais hidrofilicos, que seriam mais adequados a aplica¢cGes biomédicas na produgéo
de plasticos e polimeros (FARID et al., 2015).

A leitura por espectrofotbmetro UV Vis, confirmou o pico correspondente a producao
de PHA. O fator da absorbancia do equipamento foi ajustado entre 200 e 300 nm, para realizar
a medicdo e validacdo de um pico obtido, onde a linha do gréfico de cor vermelha é referéncia
como amostra de controle sendo utilizado o 4cido sulfurico como o “branco”. A partir do

comparativo deste, obteve-se 0 pico em 230nm.

Figura 13 - Grafico da curva padrdo do &cido crotdnico, mostrando a absorbéancia por comprimento de onda
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O pico caracteristico do acido crotdnico, mencionado em artigos, é identificado em
235nm pela analise no espectro de UV- VIS (NARAYANKUMAR; KRISHNASWAMY;
SHAJI, 2019).

A fim de descobrir o rendimento de cada cultivo, utilizou-se as medidas da absorbancia
e concentragdo para calcular a curva de calibracdo. Aplicando a formula 'y = 0,0014x + 0,0925.
Na formula, y é o valor da absorbancia, enquanto o x representa a concentracdo de acido
crotdnico (ug/L).
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Figura 14 - Curva calibracdo crotdnico
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4.7.2 Resultado do teste gravimétrico

Substituindo a incognita y pelo valor da absorbancia, o resultado da quantificagdo de PHA
produzido, em equivalentes de acido crotonico, foi 30,8 ug em cultivo com sacarose (media de
dois cultivos), e 23,5 pg em cultivo com glicerol, utilizando o protocolo descrito anteriormente
e utilizando de 450mg e biomassa liofilizada. Nesses cultivos, a quantidade determinada de
polimero obtida (analise gravimétrica) apds o protocolo de extracdo foi 67,9mg e 88,7mg, a

partir de 450mg e biomassa liofilizada, respectivamente.

4.7.2 Resultado do FTIR — Producgédo de PHA: P. putida

Procedeu-se o protocolo de andlise, 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
extraidas do cloroformio e transformadas em pastilhas solidas, com a adi¢cdo do brometo de
potassio (KBR) (GODBOLE, 2016; GOMAA, 2014).

Dessa forma, foi possivel observar, dos resultados obtidos, utilizando o protocolo de
extracao, picos caracteristicos do espectro de FTIR, indicando que a producéo de PHA foi bem-
sucedida. Os picos do espectro de FTIR sdo referentes ao grupo da carbonila (1745 cm -1),
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grupos ésteres de alongamento assimétrico e simétrico (1170 cm -1) e na regido espectral em
(1080 cm -1 a 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)
qguando comparados as caracteristicas deste composto, pela literatura, como pode ser observado

nas figuras 19 (A; B) que esta a seguir.

Figura 15 - Gréfico do Resultado de FTIR — PHA — cepa P. putida
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Fonte: Resultado laboratorial da amostra do autor.
4.8 Experimentos a partir da degradacao dos compostos fenolicos da lignina

Com o objetivo desenvolvimentos de processos biocataliticos de conversdo de lignina
visando o desenvolvimento de uma rota de bioconversao/ valorizagdo de lignina, foi realizado
experimentos de adaptacao de trés cepas bacterianas ao crescimento em meio contendo lignina
como fonte de carbono.

Os experimentos foram iniciados a partir de selecdo de trés cepas que foram estudadas
pelo grupo de pesquisa. A escolha partiu apds resultados de procedimentos biotecnolédgicos
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, onde, estes microrganismos destacavam-se como mais
promissoras em relacdo 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 minimo contendo lignina de “processo

organosolv” como fonte de carbono. No periodo compreendido nesse relatorio, as bacterias
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utilizadas foram expostas a meios com diferentes concentragdes de lignina, realizando aumento
gradativo dessas concentracGes, adaptando-as ao ambiente, tornando favoravel o consumo da
lignina presente.

Modificacdes na composicdo do meio de cultura foram realizadas visando aumentar a
producdo de biomassa, com a introducéo do meio minimo 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 eficiéncia das novas condi¢des de cultivo (LINGER et al.,
2014).

4.8.1 Condicdes do cultivo no meio de Cultura com Lignina

Primeiramente foi necessaria a preparacdo de uma solucdo de 200 mL de hidroxido de
sodio 0,1M, produzido com 200 mL de 4gua deionizada e 0,8g de NaOH. Em seguida, preparou-
se um estoque de lignina organosolv, dissolvendo 1g da lignina em 50 mL da solucdo de NaOH.
O primeiro meio de cultura realizado possuia 100 mL em cada tubo e levados para autoclavar.

4.8.2 Inoculacéo da cepa de Arthrobacter em meio contendo Lignina na concentragio de
0,5mg/mL

Como in6culo inicial, utilizou-se 10 col6nias cepa de Arthrobacter, em cada tubo com
meio contendo lignina, e incubado shaker sob agitacdo em 120 rpm, mantendo a temperatura
em 30 °C, por 72h, conforme adaptacdo SHAH e KUMAR (2021). Foi realizado o repique neste
meio mais uma vez, mas a adaptagéo direta no meio de concentragdo 0,5mg/mL de lignina n&o

se mostrou promissoria, ou seja, ndo apresentou diferenciacdo ou crescimento de biomassa.

4.8.3 Inoculagéo cepa de Arthrobacter em meio de Lignina na concentracéo de 0,25mg/mL
e 0,05mg/mL

Foi inoculado 10 coldnias frescas em meio contendo lignina na concentracdo de
0,25mg/mL e 0,05m g/mL, utilizando como in6culo 500 pl 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 0s repiques para uma passagem cruzada. Essa passagem
consistiu em coletar 500 ul do cultivo de concentracdo 0,25mg/mL e adiciond-lo em um
tubo com meio de concentracdo 0,05mg/mL e 500 ul do cultivo de concentracdo
0,05mg/mL em meio fresco de concentracdo 0,25mg/mL. Também houve repique mantendo
aconcentracgéo 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 analise de UV no

espectrofotdmetro, comparando o crescimento em um cultivo com 10 col6nias.

Figura 16 - Cultivo de Arthrobacter realizado em concentragdo 0,05mg/mL de lignina

A esquerda estdo os tubos inoculado com 500 pl e a direita tubos inoculados com 10

colbnias frescas.

Figura 17 - Cultivo de Arthrobacter realizado em concentra¢do 0,5mg/mL de lignina
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No experimento, em meio contendo lignina na concentracdo de 0,25mg/mL e
0,05mg/mL, foi utilizando como indculo 500 pl do cultivo contendo 0,5mg/mL de lignina,
bem como uma inoculagdo com 10 colbdnias 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 pl do cultivo de concentragao
0,25mg/mL e adiciona-lo em um tubo com meio de concentragdo 0,05mg/mL e 500 ul do
cultivo de concentracdo 0,05mg/mL em meio fresco de concentragdo 0,25mg/mL.
Também houve repique mantendo a concentragéo 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 concentragdo 0,25mg/mL de lignina

" 1 ol

4.8.4 Experimento com lignina com cepas de TH1 e BR4 na concentracdo 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 concentragdes anteriores de
0,25mg/mL e 0,05mg/mL, a inoculacdo foi realizada em duplicata, partindo de 10
colbnias, em tubos com 6 mL de meio de cultura. Ambas as bactérias mostraram
adaptacdo excelente, apresentando crescimento de biomassa no dia seguinte apds o
cultivo (figuras 18 e 19).
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Figura 19 - Bactérias TH1 e BR4, respectivamente, no dia seguinte ap6s a inoculagdo em cultivo de
concentragdo de 0,25mg/mL, ao lado de um tubo de controle

Figura 20 - Bactérias BR4 e TH1, respectivamente, no dia seguinte ap6s a inoculagdo em cultivo de
concentracdo de 0,05mg/mL, ao lado de um tubo de controle

4.8.5 Experimento com lignina com cepas de TH1 e BR4 na concentragéo de 0,6mg/mL

Logo em seguida, fez-se aumento da concentragdo 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 concentracdo 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 concentragdo 0,8 mg/mL

Dois repiques foram realizados nesta concentracdo, e entdo houve aumento para
0,8mg/mL na concentracdo de lignina. Neste meio novo, o repique foi realizado em triplicata.
O crescimento das bactérias apresentou-se promissor apés troca do meio.

Figura 22 - Biomassa de Arthrobacter, (TH1) Klebsiella sp e (BR4) P. putida em meio de concentrago
0,8mg/mL de lignina

£

4.8.7 Avaliacao do consumo de fragmentos de lignina por extracéo com solvente Organico

Uma extracdo com solvente organico foi realizada para posterior analise de por HPLC
(UltiMate LPG-3400SD, Thermo Scientific); visando avaliar o consumo de fragmentos de
lignina pelo microrganismo. Para essa extracdo, foram selecionados um cultivo de cada uma

das trés 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 extracOes foram realizadas em duplicata. Em
seguida, os tubos foram centrifugados por 1 minuto e 30s a 12,000 xg em eppendorf, havendo
a formacdo de um pellet, com cautela, foram pipetados 400 pl do meio para um novo eppendorf
e nele foi adicionado 400 pl de acetato de etila, em sequéncia os eppendorfs foram agitados.
Apos isto, foram centrifugados novamente por 1 minuto e 50s a 12,000 xg. Resultando em uma
fase organica, na area superior, com o solvente (acetato de etila) e outra, na area inferior, com
0 meio. Adaptacao 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
a capela, com as tampas abertas, para secar todo o solvente. O processo de secagem durou
5h30min.

4.8.8 Resultado da analise dos fragmentos da lignina por HPLC

Os cromatogramas das bactérias BR4, TH1 e Arthrobacter, respectivamente, apontam o
desaparecimento dos picos, indicando a degradagdo dos compostos.
Este experimento piloto foi importante, pois auxiliou ao estabelecimento de

metodologia analitica a licores de lignina.

Figura 23 - Resultado da separacdo cromatografica

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 Gltima linha em rosa é um
padrdo utilizado para definir cada pico presente. Os eixos Y e X desses cromatogramas correspondem a
(unidades de mili-absorbancia) 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
analise da curva no espectrofotdmetro UV/vis onde se define as variagdes de absorbancia
por um tempo determinado. A medida a absorbancia do meio, o comprimento de foi 600nm.

Um pré cultivo foi realizado com 72h de antecedéncia. Para a analise, foram usados
nove erlenmeyers de capacidade 125mL para fazer 60 mL de meio, sendo uma triplicada de
cada bactéria, com concentracdo 0,6mg/mL de lignina organosolv no meio minimo (M9). A
inoculagdo dos meios iniciou as 8h, utilizando 3 mL do pré cultivo em cada erlenmeyer. Apds o
cultivo, as analises seguiram de 1h em 1h e depois a cada 2h. No dia seguinte, houve
continuacdo das analises, comecando a partir das 8h da manha e ocorrendo periodicamente a
cada 4h.

Figura 24 - Gréfico das analises feitas no espectro de UV, apresentando as curvas de crescimento

OD 600 nM

Ll

0 5 10 15 20 25 20

—e— BR4 -~ -TH1 ARTHRO

Legenda: Em azul: BR4; em laranja: TH1; em cinza: ARTHROBACTER. Os eixos Y e X desses
cromatogramas corresponde a unidades de absorvancia a (ODggo) por tempo (horas), respectivamente.

BR4: 8h as 9h (fase lag); 9h as 11h (fase exponencial); 11h as 13h; (fase
exponencial);13h as 15h (fase exponencial); 15h as 17h (fase estacionéria); 17h as 19h (fase
estacionaria); 19h as 8h (fase exponencial).

TH1: 8h as 9h (fase lag); 9h as 11h (fase exponencial); 11h as 13h (fase exponencial);
13h as 15h (fase estaciondria); 15h as 17h (fase lag); 17h as 19h (fase lag); 19h as 8h (fase de
declinio).

Arthrobacter: 8h as 9h (fase lag); 9h as 11h (fase exponencial); 11h as 13h (fase exponencial);
13h as 15h (fase exponencial); 15h as 17h (fase estacionaria); 17h as 19h (fase estacionaria);
19h as 8h (fase de declinio).
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Ao analisar os dados apresentados no grafico percebe-se que o crescimento dos
microrganismos fim de se obter informacBes da fase exponencial da bactéria, a leitura da
absorbancia 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 adaptacdo
das células do microrganismo absorvendo este novo meio de cultivo permanecendo em seu
periodo da fase lag, evoluindo subsequente nas 4h seguintes onde a bactéria reagiu na com
maior metabolizacdo celular, ou seja, entrando em sua fase exponencial , e subsequente se
mantendo na fase estacionaria por um periodo médio de 12h.

(TH1): O isolado do bacilo, antes dos testes biomoleculares denominada (TH1)
Klebsiella sp, indicou o inicio de sua fase exponencial, acontece nos primeiros 60min cultivo,
permanecendo assim em média de 4h seguidas, entrando em fase estacionario 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
metabolizacdo primaria em ascendente exponencial por média de 4h; aumentando

gradualmente por mais 5h, entrando em seu periodo de declive.

4.8.10 Estoque das linhagens das cepas adaptadas ao cultivo em meio de lignina

O primeiro passo, foi o preparo da solucdo estoque da “lignina organosolv”, na
concentracdo de 0,25mg de p6 de lignina por mL de dgua deionizada, e partir desta solucéo foi
ajustado o pH em 7,5 com adicdo de solugdo de hidroxido de sédio com auxilio de pHmetro.

Para o estoque das cepas adaptadas com o cultivo de lignina, foi utilizado como meio o
glicerol a 60%, adicionando 4mL do estoque de lignina e 6 mL de glicerol. Esta mistura foi
autoclavada e em seguida, distribuidas em tubo criogénico com rosca externa (2 mL) estéreis
acrescendo aliquotas 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 relacdo as bactérias, inoculou uma colénia em meio contendo lignina (0,25mg/mL)
e incubou em shaker a 30 °C 100 rpm por 48h. Retirou 1mL dessa cultura e colocou em um
tubo criogénico previamente preenchido com a solugéo de glicerol 60%, e agitado o tubo no
vortex por aproximadamente 20s, em sequéncia o tubo criogénico foi armazenado no freezer -
80 °C.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As andlises realizadas neste estudo a partir de diversas bactérias isoladas a partir da
coleta nos solos, permitiram identificar novas linhagens de estudo e identificacbes de
microrganismos, as cepas pertencentes ao género P. putida apresentaram maior destaque por
sua eficiéncia para a producgdo 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 género.

De acordo com os resultados obtidos, pode se afirmar que foram isoladas linhagens de
microrganismos identificados como pertencentes ao género Pseudomonas, bem como o
destaque de diversas bactérias isoladas de solos apresentam eficiéncia para a producéo de PHA,
como foi demonstrado nesta pesquisa, os dois isolados foram capazes de produzir altos teores
de polimero 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 preferéncia pelo consumo de glicerol como fonte de carbono para a producéo
de PHA, enquanto o melhor corante foi o Nile Blue A, entretanto, outros fatores podem ser
considerados a busca pelo aumento nesta produgdo como, por exemplo, deve colocar-se que 0s
elementos que podem induzir estresse ao microrganismo produtor, com alta capacidade. O
calculo médio de acimulo neste estudo, foi de 78% polimeros em seu peso seco.

A caracterizacdo quimica-fisica por espectro UV-vis a partir do ensaio acido crotdnico
convertido em biocrotdnico com a cepa (BR4) P. putida, atingiu o pico determinado de
hidrolizacdo conforme literatura referenciais, o que confirma que as condic¢des de cultivos em
e acréscimo de substratos de carbono fornecidos foram adequadas

O espectro de FTIR representa o trecho caracteristico de monémeros, os resultados
confirmaram a producéo de PHA biogénicos extraidos na presente pesquisa, sendo comparavel
com o espectro de FTIR para os polimeros 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 especificos,
viabilizando o desenvolvimento de biopolimeros, pois sua aplicagdo é um nicho amplo
crescente.

Em rela¢do ao uso de lignina comercial como fonte de carbono o estudo confirmou a
possiblidade do acimulo de PHA na linhagem da (BR4) P. putida, em meios contendo glicerol

e sacarose como fonte de carbono. Se mostrando favoravel com as bactérias testadas, realizando
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aumento gradativo dessas concentracdes, adaptando-as ao ambiente, tornando favoravel o

consumo da lignina presente.
5.1 Contribuicdes

O biopléastico desenvolvido a partir de PHA seria um substituto ideal de plasticos
convencionais, ndo sé devido sua descartabilidade rapida, e sim por sua rapida capacidade de
decomposi¢cdo no meio ambiente, sem deixar residuos toxicos.

Outras atividades foram realizadas envolvendo a organizacdo e o funcionamento do
laboratdrio. Primeiramente foi realizado a organizacao geral do inventario, na plataforma digital
QUARTZY, e a cada aquisi¢do de produtos novos, o inventario era atualizado.

Foram realizadas cotagcdes com diversas empresas e revendedores a fim de auxiliar na
compra de reagentes, consumiveis e equipamentos para o laboratorio

Também aconteceram atividades e treinamentos com os alunos de graduacdo e pds-
graduacdo integrantes do laboratério com a intencdo 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 climatica, o que favorece desenvolvimento de
varios microrganismos naturais, permitindo a selecdo de varias cepas, por meio de cultivos
visando sua capacidade de acimulo em PHA. Também por meio da celulose que possuem a
capacidade de bioconversdo em substrato para a matéria-prima.

A producdo em larga escala de biopolimeros sustentaveis poderia impulsionar
crescimento e desenvolvimento econémico e industrial do pais, pois ha vasta vantagens em
nosso pais, por possuirmos a maior biodiversidade mundial, bem como capacidade tecnoldgica
para a producao de biopolimeros.

O nosso pais esta entre 0s maiores produtores de cana-de-agucar, reforcando para a
importancia de investimentos e pesquisa em subprodutos industriais, considerados residuos,
tais como melacos de cana-de-agucar fermentado, papel, azeites com a utiliza¢do de culturas
mistas, tendo a capacidade de producdo sem a adicdo de solventes organicos. Fator relevante
para sugestdes de estudos futuros para testagem de outras fontes de carbono, assim como
diferentes condicdes de cultivo para aumentar a produtividade das cepas de trabalho.

Estudos sobre a aplicacdo da lignina como recurso flexivel sustentavel como fonte de

carbono, devem ser explorados, podendo este recurso ser uma alternativa como recurso de
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menor custo, tanto para producdo de biopolimeros, bem como o desenvolvimento para o
combustivel sustentavel.

Outro fator importante para sugestdo € a utilizacdo novos processos de extracdo do
biopolimero por solventes ndo toxicos, além de aplicagcdo com extracdo por solventes com

viabilidade mais econémica para a industria.
5.3 Restri¢0es e limitagdes no projeto

Conforme embasamento teorico cientifico nesta pesquisa em conjuntura com as
atividades praticas neste projeto, o destaque limitante para a producdo dos biopolimeros a partir
de PHA em larga escala ainda € o elevado custo, tanto em investimento dos reagentes, solventes
organicos, gastos energéticos incluindo recursos humanos e tempo na producéo.

Porém as vantagens apontadas da producdo e uso do PHB, solucionaria questdes do
meio ambiente, contribuindo também com a geracao de empregos no campo e inddstria.

De qualquer forma, ha uma forte pressao da sociedade e politicas publicas em relacdo a
sustentabilidade, neste sentido h& necessidade de realizacdo de pesquisas sobre bioplasticos,

pois a substituicdo dos polimeros convencionais estad num futuro bem proximo.
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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 - Anélise do alinhamento de sequéncia obtido por BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
visando a identificacdo da cepa P. putida

Pseudomonas putida KT2440 complete genome

Range 1: 171473 to 172236 GenBank Graphics ¥ Next Match

Score Expect Identities Gaps Strand

878 bits(475) 0.0 648/772(84%) 8/772(1%) Plus/Minus

Query 27 TGCGKTAGATGSGCGATTGAAATCTCGAGGCTTCC. ACTAGTTGACATCGYTTAC 86
PO 3 W 0 K0 O T A G Y 1
Query 87 MGCGGCCTACCAGGGKA! TCCTGTTTGATCCCAAGGTTTTAGCGCCTAAGTGCTAG 146
P 105§ X600 3 0K W00 0 O
Query 147 TATCGGWCCAGGGGGACGCCTTCGCCTTGGGTGTTCCTTCCTATATCTACGGRTTTCACC 206

] O 0 Y O R R 1 A 0 ) B 0 T O A Y 6 ] O OO s 8
Sbjct 172116 TATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACC 172057

Query 207 GGTTCRYGGGAAAT CACCCTCTACCG AGTTTTGGATGCWGW 266
. 1] ||||I|||I|||II||||||I|| |||||||||I||||IIIII|||||| |
Sbjct 172056 GCTACACAGGAAA ACCCTCTACCGTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGT 171997
Query 267 TCCTTGGTT?AGTT??GASMTTTYMCATA?TACTT'I IIII ll??GC?C?TTTTAG 326
LENET) || I Il | | II II ELEELREEL]
Sbjct 171996 TCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACT ACGCGCGCTTTAC 171937
Query 327 GCCCAGGAA GTATTACCGCGRCTGCTGGCRCAKA! 386
. |l|||| |II|I|||||||I|l||I|||l||||||l|l||ll|| LEJLLLEL 1] |||
Sbjct 171936 TGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGT 171877
S T T L T T T T Ty oo
Sbjct 171876 TAGCCGGTGCTTATTC CAAAAC TTACTGCCCTTC 171817
Query 447 GTGCTTTACWATCYG. TTCACACACGCGASATGGCTGGA 506
X |II|II||IIIIIIIIIIIIII |11 IIIIIIII]IIII|IIII|I[I O 1 B T
Sbjct 171816 CTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGA 171757
R RS Ny p S Y
jet 171756 TCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCG 171697

Fonte: Elaborag&o prdpria 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 - Analise no software Geneious Visando a identificacdo da cepa BR1 — Mycolicibacterium

HitTable = Query Centric View Distances Info

BitScore  EValue Grade  Hitstart Hitend Name & Description Modified % Pairwise 1. % Identical Sites
839.853 o 89.7% 784 3 %) NR_118612 Mycolicibacterium smegmatis strain DSM 43756 165 ribosomal ... 26 Jul 2021 6:21 pm 853% 81.6%
841,656 0 918% 813 1 ©) NR118883  Mycolicibacterium fortuitum subsp. fortuitum DSM 46621 = ATC... 26 Jul 2021 6:21 pm  84.7% 80.9%
836.246 o 91.8% 848 36 %) NR_118913 Mycolicibacterium diernhoferi strain ATCC 19340 165 ribosomal ...26 Jul 2021 6:21 pm 84.3% 80.5%
822721 0 89.2% 774 5 © NR119253  Mycolicibacterium wolinskyi strain 700010 165 ribosomal RNA, p... 26 Jul 2021 6:21 pm  85.4% 81.5%
830.836 o 91.8% 844 29 %) NR_125525 Myeolicibacterium insubricum strain FI-06250 165 ribosomal RN... 26 Jul 2021 6:21 pm 84.2% 80.5%
835.344 o 91.7% 851 34 %) NR_136492 Mycolicibacterium anyangense strain QIA-38 165 ribosomal RNA...26 Jul 2021 6:21 pm 84.1% 80.5%
855.181 0 921% 844 29 © NRU151953  Mycolicibacterium lutetiense strain 071165 ribosomal RNA, parti..26 Jul 2021 6:21 pm  84.9% 81.2%
855.181 o 92.1% 835 20 ) NR_151954 Mycolicibacterium arcueilense strain 269 165 ribosomal RNA, pa... 26 Jul 2021 6:21 pm 84.9% 81.2%
855.181 0 921% 833 18 “ NRU151955  Mycolicibacterium montmartrense strain 196 165 ribosomal RN... 26 Jul 2021 6:21 pm  84.9% 81.2%
861.493 o 92.2% 821 6 %) NR_152646 Mycolicibacterium sarraceniae strain JCM 30395 165 ribosomal ... 26 Jul 2021 6:21 pm 85.1% 81.4%
872313 0 923% 820 6 © NRU152647  Mycolicibacterium helvum strain JCM 30396 165 ribosomal RNA, .26 Jul 2021 6:21 pm  853% 81.7%
839.853 o 91.9% 822 7 %) NR_157700 [Mycabacterium] stephanolepidis strain NJB0901 165 ribosomal ... 26 Jul 2021 6:21 pm 84.5% 80.9%
871412 0 922% 848 33 “ NRU158005  Mycobacterium aquaticum strain RW6 165 ribosomal RNA, partia...26 Jul 2021 6:21 pm  85.0% 81.3%
848.87 o 92.0% 824 9 %) NR_158073 [Mycabacterium] chelonae subsp. bavis strain QIA-37 165 riboso... 26 Jul 2021 6:21 pm 84.8% 81.1%
847.066 0 920% 842 30 “) NRU158076  Mycobacterium aquiterrae strain S-1-6 165 ribosomal RNA, parti... 26 Jul 2021 6:21 pm  84.7% 81.0%
850673 0 920% 834 19 “) NRU159107  Mycobacterium grossiae strain PB739 165 ribosomal RNA, partia..26 Jul 2021 6:21 pm  84.7% 81.0%
828.131 o 91.7% 850 35 %) NR_169341 Mycobacterium palauense strain CECT 8779 165 ribosomal RNA, .26 Jul 2021 6:21 pm 84.1% 80.5%
Selected sequences are only summaries | Download
SequenceView  VirualGel  TextView  Download  Info

& Extract @& RC. & Translate Add/Edit Annotation Z Allow Editing > Annotate & Predict

5 1
1. NR_116556 ! ;
2. NR_041900
3. NR_116557
4 NR_115184
5.NR 042224
6. NR_025787
7.NR_025393
8. NR_115232
9. NR_042265
10. NR_152647
11. NR_041903
12. NR_042922
13. NR_026285
14.NR_115233
15. NR_020037
16. NR_152646
17.NR_104775
18. NR_042912
19. NR_117884
20.NR_116291
21, NR_104691
22.NR_025236
23, NR_158005

(24, NR_114893

Fonte: elaboracdo propria 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 - Andlise no software Geneious Visando a identificagdo da cepa BR2: Pseudomonas (igual a BR4)

Hit Table Query Centric View

Bit-Score
606.317
' 606317
601.808
633.367
633.367
' 615.333
610.825
615.333
607.218
[ 606317
601.808
624.35
615333
601.808
601.808
606317
606317
615333
615333
610.825
618.038

Sequence View

< E

1. NR_024662
2.NR_024734
3. MR_024310
4. NR_024924
5. NR_024951
6. MR_025228
7.MR_025549
8. NR_025881
9. NR_025947
10. NR_D26532
11. NR_D28801
12. NR_D28906
13. NR_D29042
14. NR_036830
15. NR_036908
16. NR_037000
17. NR_D40859
18. NR_D40992
19. NR_041592

EValue

5.90e-173
5.90e-173
7.19e-172
1]

1]

1.14e-175
1.39e-174
1.14e-175
1.69e-173
5.90e-173
7.19e-172
2.20e-178
1.14e-175
7.19e-172
7.19e-172
5.90e-173
5.90e-173
1.14e-175
1.14e-175
1.39e-174
9.35e-177

Grade

98.3%
98.3%
98.2%
99.1%
99.1%
98.6%
98.4%
98.6%
98.5%
98.3%
98.2%
98.9%
98.6%
9824
9824
98.3%
98.3%
98.6%
98.6%
98.4%
98.7%

Virtual Gel

Distances
Hit start
729
856
842
799
868
863
848
833
832
819
820
856
863
836
770
846
863
858
856
857
857

Text View

& RC. G Translate

Info
Hit end

361

488
474
431

500
495
480
465
462
451

452
488
495
468
402
478
495
480
488
489
488

Download

Name &

NR_122097
NR_125523
NR_126220
NR_134794
NR_135703
NR_136501
NR_145562
NR_145644
NR_148251
NR_149822
NR_152639
NR_157777
MR_157778
MR_159101
MR_159301
MR_164626
MR_165748
MR_169334
MR_169411
MR_169429
MR_170428

Info

ation # Allow Editing £ Annotate & Predict

Description Modified

Pseudomonas chlororaphis subsp. piscium strain JF383...26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas chengduensis strain MBR 165 ribosoma... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomeonas helmanticensis strain OHA11 165 ribos... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas soli strain F-279,208 165 ribosomal RNA...26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomeonas guariconensis strain PCAYU11 165 ribo... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas donghuensis strain HYS 165 ribosomal ... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomeonas glareae strain KMM 9500 165 ribosoma... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomeonas alkylphenolica strain KL28 165 ribosom... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas sihuiensis strain WM-2 165 ribosomal R... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas sesami strain SI-P133 165 ribosomal RN...26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas caspiana strain FBF102 165 ribosomal R...26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas reidholzensis strain ID3 165 ribosomal ... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas wadenswilerensis strain ID2 165 riboso... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas bohemica strain IA19 165 ribosomal RN... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas floridensis strain GEV388 165 ribosomal...26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomanas chlaroraphis subsp. aurantiaca strain N... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas hutmensis strain XW52 165 ribosomal R... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas khazarica strain TBZ2 165 ribosomal RN...26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas gingdaonensis strain ||3 165 ribosomal ... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas aestus strain CMAA1215 165 ribosomal... 26 Jul 2021 6:12 pm
Pseudomonas hydrolytica strain DSWY01 165 ribosom... 26 Jul 2021 6:12 pm

Selected sequences are

Fonte: Elaboracdo prépria através do site BLASTn NCBI

Sequenciamento 16S BR3: Pseudomonas (igual a BR5)

% Pairwise ..

96.6%
96.6%
96.4%
98.2%
98.2%
97.2%
96.9%
97.2%
96.9%
96.6%
96.4%
97.7%
97.29
96.4%
96.4%
96.6%
96.6%
97.2%
97.2%
96.9%
97.4%

% Identical Sites

95.9%
95.9%
95.7%
97.6%
97.6%
96.5%
96.2%
96.5%
96.2%
95.9%
95.7%
97.0%
96.5%
95.7%
95.7%
95.9%
95.9%
96.5%
96.5%
96.2%
96.8%

only summaries

CTGACNTSATACGTGNNASTCATCGCGTTAGCTGCGCGACTGATATCTCAAGGAT

CCCAACGACTAGTCGACATCGTTTACGGCGCGGACTACCAGGGTATCTAATCCTG
TTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTC
GCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCAC
CACCCTCTACCGTACTCTAGWCAGGCAGTTATGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCC
CGGGGATTTCACATCCATCTTACCAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAA

TTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTA
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Figura 28 - Analise no software Geneious Visando a identificacdo da cepa BR3: Pseudomonas (igual a BR5)

Hit Table Query Centric View

Bit-Score
549.51
"' 535.985
586.479
586.479
534.182
"' 586.479
531477
531477
534.182
! 549,51
548.609
534.182
538.69
538.69
535.985
532378
531477

1

Sequence View

EValue
3.89e-156
8.56e-152
5.40e-167
5.40e-167
2.99e-151
5.40e-167
1.04e-150
1.04e-150
2.99e-151
3.89e-156
1.36e-155
2.99e-151
7.03e-153
7.03e-153
8.56e-152
1.04e-150
1.04e-150

Grade
95.1%
94.2%
96.1%
96.1%
94.2%
96.1%
94.1%
94.1%
94.2%
94.7%
94.9%
94.2%
94.3%
94.3%
94.2%
94.2%
94.1%

Virtual Gel

Distances
Hit start
856
807
838
858
855
839
855
845
808
844
859
836
855
836
840
856
844

Text View

Extract & RC. @ Translate
1
&5

1.NR_024734
2.NR_024301
3.NR_024911
4.NR_024928
5.NR_025102
6.NR_025103
7.NR_025226
8. NR_025586
9. NR_025587
10. NR_025588
11. NR_025947
12. NR_025972
13. NR_026533
14. NR_028008
15. NR_028706
16. NR_028801
17. NR_029050
18.NR_029319
19. NR_037000
20.NR_037134
21.NR_040859
22.NR_041033
23.NR_041034
24.NR_041035

95 MD AAIATT

Info
Hit end
516
470
498
518
51
499
51
508
4an
507
519
499
51
499
503
518
507

Download

Name 4

% NR_117678
%) NR117821
%) NR_119225
2/ NR.121733
%) NR_125523
% NR_133020
%/ NR_133828
%) NR.134793
%/ NR_134795
%) NR.135725
%/ NR_136445
%/ NR_148798
%) NR_159119
% NR_169366
%/ NR_169460
%) NR.170428
%/ NR_170438

Info

Description Modified

Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071 165 ribosom... 26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas marginalis strain ICMP 3553 165 ribosomal ...26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas multiresiniverans strain ATCC 700690 165 r... 26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas knackmussii B13 165 ribosomal RNA, partial .26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas chengduensis strain MBR 165 ribosomal RN... 26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas nitritireducens strain WZBFD3-5A2 165 ribo... 26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas kunmingensis strain HL22-2 165 ribosomal ... 26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas matsuisoli strain CC-MHHO0089 165 ribosom...26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas zhaodongensis strain NEAU-5T5-21 165 rib... 26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas guguanensis strain CC-G9A 165 ribosomal ... 26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas asuensis strain CP155-2 165 ribosomal RNA...26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas populi strain KBL-4-9 165 ribosomal RNA, pa...26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas tarimensis strain MA-69 165 ribosomal RNA...26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas jilinensis strain J515-10A1 165 ribosomal RN...26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas aylmerense strain 51E40 165 ribosomal RN... 26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas hydrolytica strain DSWY01 165 ribosomal R... 26 Jul 2021 6:14 pm
Pseudomonas fildesensis strain KGO1 165 ribosomal RNA, ... 26 Jul 2021 6:14 pm

Selected sequences are only summaries

Edit Annotation # Allow Editing 2> Annotate & Predict Save

Fonte: Elaborag&o prdpria através do site BLASTn NCBI.

Sequenciamento 16S BR4: Pseudomonas (igual a BR2)

% Pairwise ...

96.1%
95.1%
98.1%
98.1%
95.0%
98.1%
94.8%
94.8%
95.0%
96.0%
95.6%
95.0%
95.3%
95.3%
95.1%
95.0%
94.8%

% Identical Sites

95.9%
95.0%
97.9%
97.9%
95.0%
97.9%
94.7%
94.7%
95.0%
95.9%
95.6%
95.0%
95.3%
95.3%
95.0%
95.0%
94.7%

TCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCAC
TGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCC
TCTACCGTACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGG
CTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCG
ATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGG
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Figura 29 - Analise no software Geneious Visando a identificacdo da cepa BR4 — Pseudomonas (igual a BR2)

Hit Table Query Centric View Distances Info

Bit-Score ¥ EValue Grade Hit start  Hitend Name Description Medified % Pairwise L.. % Identical Sites
439.505 344e-123 99.2% 746 494 NR_024707 Pseudomonas savastanoi strain ATCC 13522 165 ribosom... 26 Jul 2021 6:12 i.)m 98.4% 98.4%
434.997 1.46e-121 99.0% 764 512 NR_169411 Pseudomonas gingdaonensis strain ]|3 165 ribosomal RNA, ... 26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434997 1.46e-121 99.0% mn 519 NR_157778 Pseudomonas wadenswilerensis strain ID2 165 ribosomal ... 26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434.997 1.46e-121 99.0% 715 463 NR_149823 Pseudomonas versuta strain L10.10 165 ribosomal RNA, p... 26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434997 1.46e-121 99.0% n7 465 NR_146827 Pseudomonas cerasi strain 58 165 ribosomal RNA, partial ... 26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434.997 1.46e-121 99.0% 7 519 NR_136501 Pseudomonas donghuensis strain HYS 165 ribosomal RNA, ... 26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434,997 1.46e-121 99.0% 716 464 NR_117826 Pseudomonas corrugata 165 ribosomal RMA, partial seque... 26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434.997 1.46e-121 99.0% 718 466 NR_117824 Pseudomonas cichorii 165 ribosomal RNA, partial sequence 26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434,997 1.46e-121 99.0% 718 466 NR_117820 Pseudomonas syringae strain ICMP 3023 165 ribosomal R.. 26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434.997 1.46e-121 99.0% 750 498 NR_117186 Pseudomonas marincola strain AB251f 165 ribosomal RNA...26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434,997 1.46e-121 99.0% 744 492 NR_114192 Pseudomonas japenica NBRC 103040 = DSM 22348 165 ri... 26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434.997 1.46e-121 99.0% 751 499 NR_108461 Pseudomonas asturiensis strain LPPA 221 165 ribosomal R... 26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434,997 1.46e-121 99.0% 744 492 NR_042543 Pseudomonas mohnii strain IpA-2 165 ribosomal RNA, part...26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434.997 1.46e-121 99.0% 744 492 NR_042542 Pseudomonas moorei strain RW10 165 ribosomal RNA, par...26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434,997 1.46e-121 99.0% 719 467 NR_041592 Pseudomonas marincola strain KMM 3042 165 ribosomal ... 26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434,997 146e-121 99.0% 746 494 NR_028985 Pseudomonas congelans strain P 538/23 16S ribosomal R.. 26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%
434.997 1.46e-121 99.0% 746 494 NR_025550 Pseudomonas cannabina strain CFBP 2341 165 ribosomal ... 26 Jul 2021 6:12 pm 98.0% 98.0%

Selected sequences are only summaries Dc
Sequence View Virtual Gel Text View Download Info
< Extract & RC. 6P Translate 2 Allow Editing % Annotate & Predict
I s i

1.NR_116172 :':V;(littf\t cr'Err( AGTCCA E CCACT! EEﬂ((mt

2. NR_114226 ;:‘(‘ltll\t cr'Err( AGTCCA c CCACT! EEﬂ((mt s e

3.NR_114224 ;‘(‘:[:t\[ e AGTCCA LI CECACT L T TTECTTCG JpeTeTAC ‘

4.NR_112073 freccaceciTTe AGTECA T CCCACT T T TECTICC TATATC TAC TACTCTA

5. NR_024910 Fecccacectrn acTeeh TecccacTe e e T haTATe TAC FacreTa

6. NR_024662 TeeceacocTTTe acTeea TTCACCACT T TECTTECTATATE TAC ACTETA

7.NR_135703 :_é(t:l\t c';rr( AGTCCA T CCACT! ;Tr(cmt; ::\T.’\T(TJ\( i ;nc:T(T.ﬂ.

8. NR_134704 (: ceacecirTe AGTCEA CocoACToCTTTECTTEC BT T TAC sipcTeTa

9. NR_115336 Jeccencecirre AcTECAGET TEeeACT e UTTECTTEE JATATCTAG sacTena

10. NR_102854 JcccoacectiTre AcTECA CCACT T TECTTECTATATC TAC TACTCTA

11, NR_024924 Jrecencecie acTeen ceneTedoreeTrec AT b

12 NR_148251 ; EEC:M C,I!—“ AGTCCA CCACT! g yﬂ(cmtf ;\T.’\T(TJ\(

13. NR_145562 ;SHZM cr'zrr( AGTCCA T CCACT! IEﬂ((mtE ;\T.AT(TJ\(

14, NR_125523 JpgeeeacieTTTe AGTCCA LI CEEACT L T TTCCTTEC TATATCTAC JpeTeTA

15. NR_119340 ‘j‘su(n[ e AGTCCA TIgreAcTy Err((m[éj;ThnT/\( SpeTeTA

16. NR_116992 j;g:t:t\t ciTTe ACTCCA TIEGCCACTECTS TACTCTA

17.NR_116904 :‘i;l“:m cr'Err( ACTCCA . COACT E o
¢ 18.NR_116763 "':‘(‘(C(l\t cr'zrr( ACTCCA E COACT! I

Fonte: Elaborag&o prdpria 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 - Analise no software Geneious Visando a identificacdo da cepa BR5 — Pseudomonas (igual a BR3)

Hit Table Query Centric View
Bit-Score ¥ EValue  Grade
629.76 537e-180 97.0%
629.76 537e-180 97.0%
629.76 537e-180 97.0%
629.76 537e-180 97.0%
625252 654e-179 96.9%
625252 654e-179 96.9%
625252 654e-179 96.9%
625252 654e-179 96.9%
625252 6.54e-179 96.9%
625252 6.54e-179 96.9%
625252 6.54e-179 96.9%
620.743 2.78e-177 95.9%
607.218 1.75e-173 96.3%
607.218 1.75e-173 96.3%
607.218 175e-173 96.3%
£07.218 175e-173 96.3%
£07.218 175e-173 96.3%

Sequence View Virtual Gel

Exract @ RC. & Translate
o 5
831

T.NR_114194
2.NR_044209
3.NR_043731
4.NR_026533
5. NR_133020
6.NR_121733
7.NR_119225
8.NR_114975
9.NR_113601
10. NR_042435
11.NR_0O41702
12.NR_112069
13.NR_114167
14.NR_114165
15. NR_042071
16.NR_041038
17.NR_041035
18. NR_116305
19. NR_114197
20. NR_041037
21.NR_025226
22.NR_135725
23.NR_041033

24.NR_117678
A8 D 114474

Distances Info
Hitstart Hitend Name Description
831 466 ) NR_114194 Pseudomonas citronellolis strain NBRC 103043 165 ribosomal RNA, pa..
855 490 NR_044209 Pseudomonas panipatensis strain Esp-1 165 ribosomal RNA, partial se...
853 488 NR_043731 Pseudomonas delhiensis strain RLD-1 165 ribosomal RNA, partial sequ...
831 466 NR_026533 Pseudomonas citronellolis strain DSM 50332 165 ribosomal RNA, parti..
832 467 NR_133020 Pseudomenas nitritireducens strain WZBFD3-5A2 165 ribosomal RNA, ...
851 486 NR_121733 Pseudomenas knackmussii B13 165 ribosomal RNA, partial sequence
831 466 NR_119225 Pseudomenas multiresinivorans strain ATCC 700690 165 ribosomnal RN...
480 NR_114975 Pseudomenas nitroreducens strain DSM 14399 165 ribosomal RNA, pa...
466 NR_113601 Pseudomonas nitroreducens strain NBRC 12694 165 ribosomal RNA, p..
480 NR_042435 Pseudomonas nitroreducens strain IAM 1439 165 ribosomal RNA, parti....
501 NR_041702 Pseudomonas knackmussii B13 165 ribosomal RNA, partial sequence
462 NR_112069 Pseudomaonas citronellolis strain ATCC 13674 165 ribosomal RNA, parti
466 NR_114167 Azotobacter chroococcum strain NBRC 102613 165 ribosomal RNA, pa...
466 NR_114165 Azotobacter salinestris strain NBRC 102611 165 ribosomal RNA, partial...
369 NR_042071 Azotobacter beijerinckii strain ICMP 8673 165 ribosomal RNA, partial s...
838 473 NR_041038 Azotobacter salinestris strain ATCC 49674 165 ribosomal RNA, partial ...
795 430 NR_041035 Azotobacter chroococcum strain JAM 12666 165 ribosomal RNA, partia
Text View Download Info

Edit Annotation

Medified % Pairwise L. % Identical Sites

. 26Jul20216:13pm  98.2% 98.1%
26u120216:13pm  98.2% 98.1%
26u120216:13pm  98.2% 98.1%

. 26Jul20216:13pm  98.2% 98.1%
26ul20216:13pm  98.0% 97.8%
26)ul20216:13pm  98.0% 97.8%
26ul20216:13pm  98.0% 97.8%
26)ul20216:13pm  98.0% 97.8%

. 26Jul20216:13pm  98.0% 97.8%
26)ul20216:13pm  98.0% 97.8%
26u120216:13pm  98.0% 97.8%

.26]u120216:13pm  98.5% 98.3%
26u120216:13pm  96.9% 96.7%
26u120216:13pm  96.9% 96.7%
26ul20216:13pm  96.9% 96.7%
26ul20216:13pm  96.9% 96.7%

..26Jul 2021 6:13pm  96.9% 96.7%

Selected sequences are only summaries | Download Fu

Fonte: Elaboracdo prépria através do site BLASTn NCBI

Sequenciamento IST BR6: Trichosporon (fungo)

GCATGCCTGTTTCAGTGTCATGANCTCTCRRCCACTAGGGTTTCCTAATGGAACGG
ATGAGCCGGTGNNNCTG-
DATTHCNNAMYAGACMTTMATRWCARAGTTGCTAASTNTTTTWAKGADAGCGA
GCAGAAATCGCAGACGCCCAAATCTAATCCHTTRGRGAANCCTTGTGGTYGAGA
KYTTGDRRMATTAWAACARKNCTGGNCTGNAARMGGCCRGRKTACKCGCTGA-

CTTWAGCADAHAHA
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Figura 31 - Analise no software Geneious Visando a identificacdo da cepa BR6 — Trichosporon (fungo)

Hit Table Query Centric View Distances Info

Bit-Score ¥ EValue Grade Hitstart  Hitend Name Description Modified % Pairwise I... % Identical Sites
104.98 7.58e-23  61.9% 409 314 ke NR_073341 Trichosporon asahii CBS 2479 ITS region; from TYPE mat.. 26 Jul 2021 6:15 pm 85.1% 78.1%
1 100472 9.23e-22 59.2% 411 316 D ONR111353 Trichosporon insectorum ATCC MYA-4361 TTS region; fro... 26 Jul 2021 6:15 pm 84.0% 77.1%
100472 9.23e-22 59.2% 409 314 ) NR_073263 Trichosporon japonicum CBS 8641 ITS region; from TYPE ...26 Jul 2021 6:15 pm 84.0% 77.1%
100472 923e-22 59.2% 409 314 ke NR_073249 Trichosporon coremiiforme CBS 2482 ITS region; from TY..26 Jul 2021 6:15 pm 84.0% 77.1%
100472 9.23e-22 59.2% 409 314 ) NR.073242 Trichosporon faecale CBS 4828 ITS region; from TYPE ma...26 Jul 2021 6:15 pm 84.0% 77.1%
1 100472 9.23e-22 59.2% 409 314 ) NR_073241 Trichosporon asteroides CBS 2481 ITS region; from TYPE .26 Jul 2021 6:15 pm 84.0% 77.1%
95.963 3.93e-20 36.0% 407 312 ke NR_073243 Trichosporon inkin CBS 5585 ITS region; from TYPE mate... 26 Jul 2021 6:15 pm 83.0% 76.0%
92.356 4.78e-19  36.0% 408 314 ) NR_155872 Trichosporon aquatile CBS 5973 ITS region; from TYPE m... 26 Jul 2021 6:15 pm 83.0% 76.0%
92.356 4.78e-19  36.0% 406 312 ) NR_073254 Trichosporon ovoides CBS 7556 ITS region; from TYPE m... 26 Jul 2021 6:15 pm 83.0% 76.0%
| 8334 248e-16 32.7% 289 346 @ NR_155872 Trichosporon aquatile CBS 5973 ITS region; from TYPE m... 26 Jul 2021 6:15 pm 91.8% 89.7%
8334 248e-16  32.7% 291 348 ©ONR111353 Trichosporon insectorum ATCC MYA-4361 TTS region; fro... 26 Jul 2021 6:15 pm 91.8% 89.7%
83.34 248e-16  32.7% 289 346 Q NR_073341 Trichosporon asahii CBS 2479 ITS region; from TYPE mat... 26 Jul 2021 6:15 pm 91.8% 89.7%
8334 248e-16  32.7% 257 314 @ NR_073334 Trichosporon lactis CBS 9051 ITS region; from TYPE mate...26 Jul 2021 6:15 pm 91.8% 89.7%
8334 248e-16  32.7% 256 313 ) NR073333 Trichosporon caseorum CBS 9052 ITS region; from TYPE ... 26 Jul 2021 6:15 pm 91.8% 89.7%
8334 248e-16 32.7% 289 346 ) MR.073263 Trichosporon japonicum CBS 8641 ITS region; from TYPE ...26 Jul 2021 6:15 pm 91.8% 89.7%
8334 248e-16  32.7% 287 344 @ NR_073254 Trichosporon ovoides CBS 7556 ITS region; from TYPE m... 26 Jul 2021 6:15 pm 91.8% 89.7%
8334 248e-16  32.7% 289 346 ) NR.073249 Trichosporon coremiiforme CBS 2482 ITS region; from TY..26 Jul 2021 6:15 pm 91.8% 89.7%
Selected sequences are only summaries D
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2.NR_111353 JF:\;.‘ACATTAAT.- CTAACTCTT;:TAA.- GCG h .-CA.-AC.-CCCAAATCCAATCCATTA GGy
3. NR_073263 4.5:\ .‘ACATTAAT 3 CTAACTCTT;:TAA GGCG h SCAGAC .-CCCAAATCCAATCCATTA GGy
4. NR_073249 4.5:\ ACATTAAT 3 CTAACTCTT;:TAA GGCG h SCAGACGC CAAATCCAATCCATTA GGy
5.MNR_073242 4.5:\: ACATTAAT 3 CTAACTCTT;:TAA GGCG h SCAGAC .-C‘ CAAATCCAATCCATTA GGy
6. NR_073241 4.5:\ ACATTAA; CTAACTCTT”TAA GGCG h SCAGAC .-CCCAAATCCAATCCATTA GGy
7.NR_073243 4.5:\ ACATGA N CTAACTCTTTTAA GGCG , SCAGAC .-CCCAAATCCAATCCATTA 5Gy
8.NR_155872 dF:\ .l’\C»C\TTAF\;7 CTAACTCTT"TAA GGCG ] SCAACE CCCAAATCCAATCCATTA
9.NR_073254 ACATTAA;; 3 CTAACTCTT:TAA GGCG R SCAACE CCCAAATCCAATCCATTA
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11.NR_111353 jCCTi;E STG ,-AAATCTCAACCACTA G ATTGG »

12. NR_073341 SCCT '.‘;_; STG s ,-AAATCTCAACCACTA GG A ATTGG N

13. NR_073334 SCCT "‘z_; STG ,-AAATCTCAACCACTA GG ;,-ATT 5G 41

14. NR_073333 SCCT ,WZ'E STG ,-AAATCTCAACCACTA GG ATTGG n
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17 MD ATI740 AT AFFT AT T T AASTETrFATEAARTFTrAAACFAFTASS AT

Fonte: Elaboracdo prépria através do site BLASTn NCBI

Sequenciamento 16S BR7: Gordonia

CGMTACCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCGTTATACCCAGAGCCCGCTTCCCCCG
GGTCCCTCAACCTGCACTTTCCCGCACCCGGATTCCAGTCCCCCTGAGACCCAGCT
CCCCGTATCGCCTGCACGCCTGCAATTGAGTTGCAGAATTTCACAGACGACGCGA
CAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAGTAATTCCGGACAACGCTCGCACCCTA
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTGGCCGGTGCTTCTTCTCCAGGTACCGT
CACTTCCGCTTCGTCCCTGGGGGATTAGGTTTACAACCCGAAGGCCGCCTCCCTC
ACGCGG




Figura 32 - Andlise no software Geneious Visando a identificacdo da cepa BR7 - Gordonia

23.NR_025165

24, NR_026254
75 NR 115020

Hit Table Query Centric View Distances Info

Bit-Score ¥ EValue Grade Hit start  Hit end Name

[ 43139 244e-120 947% 749 389 ) NR 152024
‘M 43130 244120 947% 749 389 & NR_152023
[ 43139 2448120 947% 734 374 & NR_146040
[ 422373 126e-117 94.4% 747 387 & NR_158202
422373 126e-117 94.4% 754 394 {_ NR_159081
[ 422373 126e-117 944% 749 389 & NR_152022
[ 422373 126e-117 844% 728 368 & NR_119121
[ 422373 126e-117 944% 700 340 ] NR_118598
M 422373 126e-117 944% 714 354 & NR_116859
[ 422373 1.26e-117 944% 742 382 g NR_044120
¥ 422373 126e-117 944% 730 370 & NR_037022
422373 126e-117 94.4% 746 386 {_ NR_028735
[ 422373 126e-117 944% 748 388 & NR_028734
[ 417,864 154e-116 943% 728 368 & NR_118117
[ 417864 154e-116 943% 699 339 & NR_118597
T 417,864 154e-116 943% 739 379 & NR_104572
411864 154e-116 94.3% 723 363 {_ NR_104508
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# Allow Editing
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Gordonia hongkongensis strain HKUS0 165 ribosomal RNA, .26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia hangkongensis strain HKUS0 165 ribosomal RNA, .26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia didemni strain B204 165 ribosomal RNA, partial s... 26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia phthalatica strain QH-11 165 ribosomal RNA, part... 26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia phthalatica strain QH-11 165 ribosomal RNA, com...26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia hongkongensis strain HKUS0 165 ribosomal RNA, .26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia terrae strain ATCC 25594 165 ribosomal RNA, par..26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia terrae strain DSM 43249 165 ribosomal RNA, part..26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia neofelifaecis strain AD-6 165 ribosomal RNA, part...26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia lacunae strain BS2 165 ribosomal RNA, partial se... 26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia terrae strain 3612 165 ribosomal RNA, partial seq...26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia amicalis strain [EGM 165 ribosomal RNA, partial 5...26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia desulfuricans strain 213E 165 ribosomal RNA, par...26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia rubripertincta strain ATCC 14352 165 ribosomal R..26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia hydrophobica strain DSM 44015 165 ribosomal R... 26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia rubripertincta strain N4 165 ribosomal RNA, parti... 26 Jul 2021 6:14 pm
Gordonia humi strain CC-12301 165 ribosomal RNA, partial ...26 Jul 2021 6:14 pm
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Fonte: Elaboracdo prdpria 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 - Analise no software Geneious Visando a identificacdo da cepa TH1 - Klebsiella

Hit Table Query Centric View Distances Info

Bit-Score ¥ EValue Grade Hitstart  Hitend Name Description Modified 9% Pairwise I... % Identical Sites
793.867 0 3% 784 33 . NR_D25635 Klebsiella variicola strain F2RS 165 ribosomal RNA,... 26 Jul 2021 6:15pm  98.8% 98.2%
784.85 0 730% 826 373 ) NR_117686 Klebsiella pneumoniae strain DSM 30104 165 ribo... 26 Jul 2021 6:15pm  98.4% 97.8%
784.85 0 730% 826 373 ) NR_117685 Klebsiella pneumoniae strain DSM 30104 165 ribo... 26 Jul 2021 6:15 pm  98.4% 97.8%
784.85 0 730% 826 373 “) NR_117684  Klebsiella pneumoniae strain DSM 30104 165 ribo... 26 Jul 2021 6:15pm  98.4% 97.8%
784.85 0 730% 820 367 ) NR_117682 Klebsiella pneumoniae strain DSM 30104 165 ribo... 26 Jul 2021 6:15pm  98.4% 97.8%
784.85 0 73.0% 804 351 EI:: NR_112009 Klebsiella pneumoniae strain JCM1662 165 riboso... 26 Jul 2021 6:15 pm 98.4% 97.8%
782.145 0 729% 807 354 ) NR_119278 Klebsiella pneumoniae strain ATCC 13883 165 ribo...26 Jul 2021 6:15 pm  98.2% 97.6%
780.342 0 728% &1 368 ) NR_114506 Klebsiella pneumoniae strain ATCC 13883 165 ribo...26 Jul 2021 6:15pm  98.1% 97.6%
778.538 0 72.8% 830 376 EI:: NR_036794 Klebsiella pneumoniae strain DSM 30104 165 ribo... 26 Jul 2021 6:15 pm 98.1% 97.6%
776.735 0 728% 809 356 ) NR_113240 Klebsiella pneumoniae strain JCM 1662 165 riboso... 26 Jul 2021 6:15pm  98.0% 97.1%
774.03 0 27% 809 356 ) NR_113702 Klebsiella pneumoniae strain NBRC 14940 165 ribo..26 Jul 2021 6:15pm  97.9% 97.1%
773128 0 72.7% 796 343 EI:: NR_114715 Klebsiella pneumoniae strain DSM 30104 165 ribo... 26 Jul 2021 6:15 pm 97.8% 97.1%
771325 0 716%  BOS 356 ©) NR_134062 Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumon... 26 Jul 2021 6:15pm  97.7% 97.1%
771325 0 726% 826 373 ) NR_117683 Klebsiella pneumoniae strain DSM 30104 165 ribo... 26 Jul 2021 6:15pm  97.7% 97.1%
771325 0 72.6% 821 368 EI:: NR_114507 Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis AT... 26 Jul 2021 6:15 pm 97.7% 97.1%
771325 0 716%  BO7 354 ©) NR_037084 Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis str... 26 Jul 2021 6:15pm  97.7% 97.1%
766.816 0 725% 809 356 ©) NR_134063 Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumani..26 Jul 2021 6:15pm  97.5% 96.9%
Selected sequences are only summaries
Sequence View  Virwal Gel Text View Download Info
Extract @& RC. @ Translate Add/Edit Annotation # Allow Editing % Annotate & Predict Save
J_ 2‘0 40 :'f
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21, NR_146667 . _—
22.NR_119276 - -
23. NR_044978 2 —
24 NR 1RO47R S o o S

Fonte: Elaboracdo prépria 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




Figura 34 - Andlise no software Geneious Visando a identificacdo da cepa TH2 - Microbacterium
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Microbacterium paraoxydans strain CF36 165 ribos... 26 Jul 2021 6:17 pm
Microbacterium maritypicumn strain DSM 12512 165...26 Jul 2021 6:17 pm
Microbacterium maritypicum strain DSM 12512 165...26 Jul 2021 6:17 pm

Microbacterium oxydans strain DSM 20578 165 ribo.

.26 Jul 2021 6:17 pm

Microbacterium testaceum strain DSM 20166 165 ri... 26 Jul 2021 6:17 pm

Microbacterium yannicii strain G72 165 ribosomal R

... 26 Jul 2021 6:17 pm
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. 26 Jul 2021 6:17 pm

Microbacterium liquefaciens strain DSM 20638 165 ...26 Jul 2021 6:17 pm
Microbacterium luteolum strain DSM 20143 165 rib... 26 Jul 2021 6:17 pm
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Sequenciamento16S TH3: Isoptericola

GGRTCAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCTCCACTTCGGG
ATAAGCCTTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGAGCCTGCATCGCATGGTGTG
GGTTGGAAAGTTTTTCGGTGGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGG
GGTGATGGCCTACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGLC
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




Figura 35 - Analise no software Geneious Visando a identificacdo da cepa TH3
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Isoptericola rhizophila strain BKS 3-46 165 ribo...
Isoptericola variabilis strain MX5 165 ribosoma...
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Isoptericola nanjingensis strain H17 165 riboso.
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Promicromenospora viridis strain NEAUJGR1 1...
Hylanibacterium ulmi strain XILO8 165 ribosom...
Promicromenospora thailandica strain STF-02 ..
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Xylanimicrobium pachnodae strain VPCX2 165 r..
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94.0% 92 7%
93.9% 92.6%
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Selected sequences are only summa

B

Sequenciamento IST TH4: Candida (fungo)

RARRRN

o

GAGGTCGATTTGGAAGAAGTTTTGGAGTTTGTACCAATGAGTGGAAAAAACCTAT
CCATTAGTTTATACTCCGCCTTTCTTTCAAGCAWGCCTGTTTGAGCGTCATYKCTC
--CCTCAAACCCTCGGGTTTGRTGNNGAGMGATNACGCTNNNNNAGGYTTGCNN-

TTGAAA-N—

GAAAGGCGGAGTRTAARCTAATGGATAGGTTTTTTCCACTCATTGGTACAAACTC
CAAAACTTCTTCCAAATTCGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA

GCATATCAATA
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Figura 36 - Andlise no software Geneious Visando a identificacdo da cepa TH4 — Candida (fungo)

Hit Table Query Centric View Distances Info
Bit-Score v EValue Grade Hitstart  Hitend Name Description Maodified % Pairwise 1. % Identical Sites
289.825 1.10e-78  B1.7% 315 511 NR_130673 Candida parapsilosis ATCC 22019 ITS region; from TYPE..22 Jun 2021 1:58 pm  92.6% 90.3%
269.087 3.60e-72  80.8% 308 503 NR_159741 Candida hyderabadensis NRRL YEAST Y-27953 ITS regio... 22 Jun 2021 1:59 pm  90.8% 88.3%
264578 438e-71  B0.1% 346 546 J NR_165186 Candida metapsilosis CBS 10907 ITS region; from TYPE .22 Jun 2021 1:59 pm  89.4% 87.1%
236,626 213e62 773% 284 461 “/ MR_130661 Candida orthopsilosis ATCC 96139 ITS region; from TYP... 22 Jun 2021 1:58 pm  903% 87.8%
223101 134e-58 77.4% 288 473 NR_159750 Candida margitis CBS 14175 ITS region; from TYPE mat... 22 Jun 2021 1:59 pm  87.7% 853%
209.575 296e-54  77.9% 326 513 NR_111471 Candida jiufengensis ATCC MYA-4593 ITS region; from ... 22 Jun 2021 1:58 pm  86.4% 84.2%
207.772 1.03e-53 78.0% 327 516 o NR_132875 Candida cetoniae CBS 12463 ITS region; from TYPE mat...22 Jun 2021 1:59 pm  85.9% 83.8%
197 854 534e-51 773% 325 512 NR_111473 Candida pseudojiufengensis ATCC MYA-4595 ITS region...22 Jun 2021 1:59 pm  85.2% 833%
188.837 2.77e-48  73.9% 322 525 NR_111722 Candida theae ATCC MYA-4746 ITS region; from TYPE ... 22 Jun 2021 1:58 pm  80.4% 78.2%
171.705 743e43  76.2% 326 521 “ NR_132909 MNematodospora valgi CBS 12562 ITS region; from TYPE .22 Jun 2021 1:59 pm  81.7% 79.9%
158.179 4.69e-39  6E1% 470 328 / NR_130673 Candida parapsilosis ATCC 22019 ITS region; from TYPE..22 Jun 2021 1:50 pm  853% 8349
143.752 1.03e-34  734% 337 543 / NR_111472 Candida oxycetoniae ATCC MYA-4594 ITS region; from ... 22 Jun 2021 1:59 pm  77.7% 75.0%
139.244 439e-33  63.5% 439 351 & NR_130661 Candida orthopsilosis ATCC 96139 ITS reqgion; from TYP... 22 Jun 2021 1:59 pm  96.7% 96.7%
139.244 439e-33  738% 342 549 “) NR_111593 Lodderomyces elongisporus ATCC 11503 ITS region; fro..22 Jun 2021 1:58 pm  76.8% 4.7%
136.539 153e-32  66.7% 462 3N NR_159741 Candida hyderabadensis NRRL YEAST ¥-27953 ITS regio... 22 Jun 2021 1:59 pm  82.6% 80.8%
135,637 535e-32 T18% 298 488 “/ NR_160326 Lodderomyces beijingensis CBS 14171 ITS region; from ...22 Jun 2021 1:58 pm  76.7% 74.8%
133834 1.87e-31  734% 323 509 NR_111344 Candida bohioensis ATCC MYA-4363 ITS region; from T... 22 Jun 2021 1:59 pm  76.5% 74.3%
132.932 1.87e-31 614% 505 413 “/ NR_165186 Candida metapsilosis CBS 10907 ITS region; from TYPE ... 22 Jun 2021 1:59 pm  92.5% 92.5%
126.62 27729 733% 300 504 NR_111403 Candida chauliodis ATCC MYA-4356 ITS region; from TY...22 Jun 2021 1:58 pm  75.8% 73.6%
12121 1.18e-27 729% 314 511 NR_151799 Candida gigantensis CBS 9896 ITS region; from TYPE m... 22 Jun 2021 1:59 pm  76.1% 73.8%
116.702 144e-26  72.0% 286 495 ' NR_164020 Candida kantuleensis DMKU XE11 ITS region; from TYP... 22 Jun 2021 1:58 pm  733% 71.0%
Selected sequences are only summaries
Sequence View  Virwal Gel Text View Download Info
&« Extract @ RC. & Translate Add/Edit Annotation # Allow Editing 5 Annotate & Predict Save
1 10 0 '] 4 50 60 7 a0 %0 100 110
3fs e E=] ] EL7) ] Ert) ) Ec] 2 4l i
1. NR_130673 EATGCCTG T TTaAGCOTCATTTCTCCCTCARACCCTCG T TTOATOTTCAGCOATACHCTAE CTTTACT TEARAGARAGGCE CAGTATAAACTAATELATAGG TTTTTTCCACTC
2.NR_150741 CCATGCCTGTTTGAGCATCATTTCTCCCTEAAACCETCALGTTTES CGATACGCTGGOTTTGETTGARAGGAAGGCGGAGTATAAACTATGGATAGGG TTTTTCCACTCA
- U 355 S 37 35 05 415 35 138 it 455
3.NR_165186 LCATGCCTG TCATTTCTCCCTEARACCTTCOOGTTTOOTAT T GAGCOATACCTAOGTTTAET TEAAAGAAAGGE CCAGTATAAACTAATGLATAGGTTTTITTTTTCC
- 284 pi:: 303 33 23 33 343 353 363 i 39
4. NR_130661 ;@ATMCCT} TcéTTTCTCCCTéAAAcCTTCuuuTTTuuTuT+uAuCuATACQCTuuuTTTuéTTuAAAuAAAuucuuAuTA+AAACTAATugATAuuTTTTiTTCCACT
i3 7 307 37 Erig 37 37 357 3*7 Errd 387 397
5. NR_159750 QCATuCCTu TTuAuCuTCéTTTCTCCCT&AAACCCTC- TTTuuTuT%uAuCuATAcﬁCAuuuTTTuéTTuAAAuAﬁéuAcuuAuTﬁfAAACTAAT-QATAuuTTTE+TTCCAc1
326 33 345 355 375 385 335 5 5 5 35
6. NR_111471 CCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTETCCCTCATACCTTCOGGTTTGOTGTTCAGCAATACETAGG O TTTGETTCARAGAAAGTAGCAGTATAACTAATCGATAGGTTTTTCCACTCAT
- Eng 3% 6 3% 36 386 3% 406 416 425 3%
7.NR_132875 CCATOCCTOTTTEAGCGTCATTTC TCCCTCATACCTTCOLGTTTOO TG T TEACCAATACCCTOOOTTTOCTTOAAACAAACTACCGAGTATAACTAATOCATAGGTATAACCACTCAT
- 35 EET) 4 354 m E7) £ 404 414 das ]
8.NR_111473 CCATOCCTOTTTEAGCGTCATTTC TCCCTCATACCTTCOLGTTTOO TG T TEACCAATACCCAGACTTTOCTTOAAACAAACTACGAGTATAACTAATOOATAGGTATAACCACTCAT
- £ E:1] M1 351 1 E2d 381 ] 4an 4 4 a
0.NR_111722 GEATGCCTGTTTEAGCGTCATTTCTCCCTCAAACCCCCTCTCTCETTTGCAGGATAA! STETTE TACGCAGGGTTTGCTTGAAAGAAACGGCGGAGTATAAACTAATG!
- £ 33 34 3 38 37 3 3 405 415 425 435
10. NR_132909 CATGCCTATTTOAGCGTCATTTETCCCTCAAACCAATTGATTTOGTOTTCAGCAATACHCCAGETTTOCTTOARAGATAGAGCAG TAATTTCAA TG CATAGG TC TAACCACACTCA
- 4T 51 51 41 431 an i 401 351 3 an 31
11. NR_130673

12.NR_111472
13. NR_130661
14, NR_111593

£

LCATGCCTGTTTEAGCGTCATTTCTCCCTEARACCTCTAAGE TTTG!
Iy 0 i ) 400
GAGGTCGAATTTGOAAGAATTTTGGAGTTIGTACCAATC
£ 551 31 £

GCATGECTGTTTGA
42 5

TCATTTCTCCCTEARACCCECS
a3 a5

384 E:

423

Fonte: Elaboracdo prépria através do site BLASTn NCBI

TOGAAAAAAACCTATCCATTAGTTTATACTCCGCCTTTCTTTCAAGCA
e o a1 a1 131

CAGGTCOAATTTEGAAGAAGTTTTGGAGTITATACCAATGAG TEGAAAAAACCTATCCATTAGTTTATACTCCACCTTTETTTCAAGCAACCCAGE ETATCACTCAACACCAAACC
7 ue 356 366 76 386 3% 406 46 476 436 ErS

TOAGCARTALOCTTTTATS !;;JTT‘ T ..%ADOA‘ IARAC .AA_;[.{\A' ATTTGAAAAACAATGTATTAGGTAC

441 451

TTTGGTGATGAGCAATACGCCAGG TTTGETTOARAG TTAGGAGGAGTATTTATAACAATGTATTAGG TCTAACCAC
a3 03 ! £ 7 33 35
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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 - Andlise no software Geneious Visando a identificacdo da cepa TH5 - Bacillaceae
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Download

Add/Edit Annotation

Name
NR_040851
NR_036860
NR_040851
NR_036860
NR_152058
NR_151903
MNR_114065
MNR_112055
NR_042967
NR_026139
NR_118833
NR_115933
NR_025308
NR_159907
NR_134761
NR_134703
MNR_112634

I

# Allow Editing > Annotate & Predict

100 125
246

Description Modified % Pairwise L. % Identical Sites
Bacillus mannanilyticus strain AM-001 165 ribosomal RNA, partial 5..26 Jul 2021 6:17 pm 92.5% 90.5%
Bacillus horti strain K13 165 ribosomal RNA, partial sequence 26 Jul 2021 6:17 pm 92.7% 90.7%
Bacillus mannanilyticus strain AM-001 165 ribosomal RNA, partial 5..26 Jul 2021 6:17 pm 97.9% 97.7%
Bacillus horti strain K13 165 ribosomal RNA, partial sequence 26 Jul 2021 6:17 pm 98.1% 97.8%
Tepidibacillus decaturensis strain Z9 165 ribosomal RNA, partial se... 26 Jul 2021 6:17 pm 90.5% 88.5%
Tepidibacillus infernus strain MBL-TLP 165 ribosomal RNA, partial 5...26 Jul 2021 6:17 pm 90.5% 88.5%
Virgibacillus halodenitrificans strain NBRC 102361 165 ribosomal R... 26 Jul 2021 6:17 pm 89.9% 88.0%
Virgibacillus halodenitrificans strain ATCC 49067 165 ribosomal RN...26 Jul 2021 6:17 pm 89.9% 88.0%
Virgibacillus halodenitrificans strain DSM 10037 165 ribosomal RN... 26 Jul 2021 6:17 pm 89.8% 88.0%
Bacillus pseudofirmus strain DSM 8715 165 ribosomal RNA, partial... 26 Jul 2021 6:17 pm B9.8% 87.9%
Bacillus sporathermodurans strain M215 165 ribosomal RNA, parti... 26 Jul 2021 6:17 pm B9.9% 87.9%
Bacillus coahuilensis m4-4 165 ribosomal RNA, partial sequence 26 Jul 2021 6:17 pm B9.5% 87.5%
Virgibacillus proomii strain LMG 12370 165 ribosomal RNA, partial ... 26 Jul 2021 6:17 pm B9.2% 87.2%
Bacillus manusensis strain Ma50-6 165 ribosomal RNA, partial seq... 26 Jul 2021 6:17 pm B9.4% 87.5%
Melghiribacillus thermohalophilus strain Nari2A 165 ribosomnal RN... 26 Jul 2021 6:17 pm 89.0% 87.0%
Bacillus cleivorans strain JC228 165 ribosomnal RNA, partial sequen... 26 Jul 2021 6:17 pm 893% 87.2%
Bacillus smithii strain NBRC 15311 165 ribosomal RNA, partial sequ...26 Jul 2021 6:17 pm 89.5% 87.5%
Selected sequences are only summaries Downloac

&

Fonte: Elaboragdo prépria através do site BLASTn NCBI
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Sequenciamento THG6: 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




Figura 38 - Andlise no software Geneious Visando a identificacdo da cepa TH6 - Bacillus
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Hit end
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NR_043083
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Info

Description
Bacillus mannanilyticus strain AM-001 165 riboso...

Bacillus horti strain K13 165 ribosomal RNA, partia...

Bacillus pseudofirmus strain DSM 8715 165 ribos...
Bacillus halodurans strain DSM 497 165 ribosoma.

Bacillus polygoni strain YN-1 165 ribosomal RNA, ...
[Bacillus] clarkii strain DSM 8720 165 ribosomal R..
Tepidibacillus infernus strain MBL-TLP 165 riboso...
Bacillus lindianensis strain 12-3 165 ribosomal RN..

Bacillus populi strain FJAT-45347 165 ribosomal R...

Bacillus akibai strain 1139 165 ribosomal RNA, par...
.26 Jul 2021 6:26 pm
Tepidibacillus decaturensis strain Z9 165 ribosom...

Barillus sechaeanensis strain BH724 165 ribosom

# Allow Editing 2> Annotate & Predict Save
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Modified

26 Jul 2021 6:26 pm
.26 Jul 2021 6:26 pm
26 Jul 2021 6:26 pm

.26 Jul 2021 6:26 pm
Bacillus caseinilyticus strain JCM 30246 165 riboso...
[Bacillus] selenitireducens MLS10 165 ribosaomal R...
Bacillus coahuilensis m4-4 165 ribosomal RNA, pa...

.26 Jul 2021 6:26 pm
.26 )ul 2021 6:26 pm
26 Jul 2021 6:26 pm
26 Jul 2021 6:26 pm

.. 26]ul 2021 6:26 pm

26 Jul 2021 6:26 pm

.. 26)ul 2021 6:26 pm
Bacillus marmarensis D5SM 21297 strain GMBE 72...
Bacillus coahuilensis m4-4 165 ribosomal RNA, pa...

26 Jul 2021 6:26 pm
26 Jul 2021 6:26 pm
26 Jul 2021 6:26 pm
.26 Jul 2021 6:26 pm

26 Jul 2021 6:26 pm

Fonte: Elaboracdo prdpria através do site BLASTn NCBI.
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Selected sequences are only summarie



Anexo 2 — Resultados das arvores filogenéticas do sequenciamento

Figura 39 - Resultado do sequenciamento - arvore filogenética BR1

BR1
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WR_04r214

MR_O0280a7
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W R _D28126E

!

MA_1536547 My:Dll(lha(lerium hehum strain JCWM 30396 165 ribosomal BNA, Fur(ial sequenos
M MA_0ZEZES e Mycolicbacterium hodleri strain DSM 44183 165 ribosomal RMNA, partial sequence
MA_0ZEA45 Mycolinbact=rium halsaticum strain 1406 165 ribosomal BMA, complete sequence

Fonte: Elaboracédo prépria através do site BLASTn NCBI.
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Figura 40 - Resultado do sequenciamento - arvore filogenética BR2
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Fonte: Elaboragéo prdpria através do site BLASTn NCBI.
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Figura 41 - Resultado do sequenciamento - arvore filogenética BR3

BR3

—————— nr_m3enm
HFR_1 14137
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raR_Dra7aa
HA_ADSESD
BERT
R BI6533
(LR
MR_1497e8
FR_D43731
KR_N44208
HR_041702
HR_119225
am

NF_D26533
NF_043731
MR 044200

Pseudomonas citronellolis strain DSM 30332 165 ribosomal RNA, partial sequence
Pseudomonas delhiensis strain RLD-1 165 ribosomal RMNA, parial sequence
Pseudomonas panipat=nsis strain Ezp-1 165 ribosamal RNA, partial s=queance

Fonte: Elaboracdo prépria através do site BLASTn NCBI.
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Figura 42 - Resultado do sequenciamento - arvore filogenética BR4

BR4
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Prrctomonaes skcaliphute crmn ALTS-31 165 ribccomael RNA, partel seausence

Fonte: Elaboragéo prdpria através do site BLASTn NCBI.

Figura 43 - Resultado do sequenciamento - arvore filogenética BR5
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MR_133020
HR_1158611
[XFS
@ NR_DZES533 T Pseudomonas citronellolis strain DSM 50332 165 ribosormal RNA, partial sequence:
3 NR_D43731 Z psevdsmonas delhiensis strain RLD-1 165 ribosomal RiA, partial sequence

T MR_D44209 % Pseudomanas panipatensis strain Esp-1 165 ribosamal RMNA, partial ssquence



Figura 44 - Resultado do sequenciamento - arvore filogenética BR6
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HRE_O73341

HE_13zeT
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MR_ITIN4S

pHE_11138

WR_073241

HR_OT33d:

R_OT 3083

NR_155872
MR_111353
MNR_ 072341

MR _OTH043

[

Trichusporen aquatile CBS 5973 ITS region; from TYPE material

I Trichosperon insectorum ATCC MYA-4361 ITS region: from TYPE marerial
2+ Trichosporon asahii CBS 3478 ITS region; from TYPE macerial

Fonte: Elaboragdo propria através do site BLASTn NCBI.
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Anexo 3 - Embalagens produzidas por PHB

Embalagem é um recipiente destinado a contencdo, armazenamento, conservacao e
transporte de um produto. Os requisitos técnicos relacionados as propriedades das embalagens
dependem do tipo de produto a ser embalado, associado as necessidades adequadas para este
fim. A matéria-prima selecionada para o desenvolvimento de embalagens para fins alimenticios
ou farmacéuticos devera seguir os critérios de protocolos da Anvisa, constando a garantia e
controle de qualidade devidamente assinada (BRASIL, 2010; FONSECA, 2014).

O PHB ¢ um material que possui caracteristicas fisicas de rigidez, instabilidade térmica
a alto ponto de fusdo (Tf = 180 °C) e temperatura de transicdo vitrea (Tg) de cerca de 5 °C,
possui alta cristalinidade e apresentam resisténcias a impactos e tracdo. Sendo estas
caracteristicas muito semelhantes a de polimeros 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 extrusao
para fabricacdo de pecas termoformadas, como tampas de frascos, brinquedos, canetas, frascos
de alimentos ou para produtos cosméticos. Para a industria automobilistica pode ser aplicado
por métodos em extrusora (PLASTICO, 2012; COSTA, 2013).

Kloss (2007) em sua tese, apresenta uma relacdo de produtores industriais de polimeros
biodegradaveis, aplicacdes e materiais envolvidos na producdo. (1) Bayer produzidas de
Poliéster de amida com aplicacdes em filmes e chapas; (2) Biotec. Desenvolvido a partir de
amido bioplastico, também citada nas mesmas aplicacdes da Bayer, (3) Novamont, utilizando
Amido /policaprolactona (PCL), sendo aplicado na funcdo de manta protetora em
vasos/plantagdes; (4) PHB Industrial que utilizam os processos de producdo de
Polihidroxibutirato (PHB) a partir de bactérias, sendo os produtos resultantes, utilizados em
embalagens, tubetes de reflorestamento, dentre outras aplicacbes produzidas por método
operacional através de injecdo, ndo deixando de ressaltar a empresa (5) Basf que utiliza como
material a combinacdo da Ecoflex com combinado de um polimero vegetal a base de milho,
injetando a matéria-prima resultante em sacolas plasticas em frascos para cosméticos.

A usina de acucar e alcool (Coopersucar), que é destaque no Brasil, desenvolveu o
biopolimero de PHB, denominado comercialmente como Biocycle. A constituicdo deste
biopolimero procede por duas etapas, sendo a primeira por processo fermentativo, a partir da
metabolizacdo do acUcar para acumular o polimero e subsequente, a segunda etapa pelo

processo de extracdo e purificagdo com adicéo de alcool, para o processo de secagem onde se
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obtém o produto sélido para o posteriormente realizar o processamento para embalagens
(VELHO, 2006; FONSECA, 2014).
A Figura 46 mostra as resinas de producdo de PHB industrial da empresa Coopersucar

nomeada comercialmente por Biocycle.

Figura 45- Resinas de PHB industrial da Biocycle

L s &

ST, SR
Fonte:https://agencia.fapesp.br/plastico-biodegradavel-de-acucar-esta-pronto-para-escala-industrial (2012)

Em um estudo de caso exploratério aplicado sobre embalagens convencionais e
embalagens biodegradavel na regido de Marilia/ Sdo Paulo, enfatizou que a entrada no mercado
industrial de polimeros biodegradaveis serad inevitavel, pois ha uma forte pressdo social,
relacionado ao meio ambiente e sustentabilidade. O apontamento da indUstria é que deverao ter
estudos de adaptacdo de aditivos e pigmentos para a producdo operacional dos polimeros
biodegradaveis. Este mesmo estudo, apresenta uma analise realizada através do site da empresa,
de PHB citada acima, “a Biocycle”. A Usina apresenta vantagens significantes, quanto ao
comparativo com outras industrias, devido a utilizacdo da sacarose, proveniente da cana-de-
acucar, sendo esta matéria-prima, o recurso utilizado pela industria. No entanto, a usina aponta
que as questdes relacionadas a objecdo na producéo deste tipo de biopolimeros, sdo 0s custos
elevados no processo envolvido (COSTA, 2013).

Bugnicourt et al (2014) em seu estudo descreve as caracteristicas diferenciadas de PHA
se tratando de um material de qualidade em suas propriedades de barreira e resisténcia
mecanica, quando comparadas a outros tipos de bioplasticos como o PLA. O processamento e
adicdo de aditivos sob medida do PHB, apresentam a processabilidade por extrusdo ou

moldagem mais aprimorados, destacando-o0s no adentramento comerciais como de embalagens
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alimenticias. Na area da salde o biopolimero de PHB tem maior indicacdo, devido seu
mondmero ser compativel com o sangue e tecidos, tendo a capacidade de metaboliza¢do normal
no sangue humano, sua estrutura € mais flexivel e transparente, sendo interessante em
aplicacdes de suturas cirdrgicas em tecidos, vasos sanguineos e implantes, sendo reabsorvidos
pelos 6rgdos e tecidos (BUGNICOURT et al.,2014).

Outro fator relevante de impacto ambiental vantajoso na producdo de polimeros
biodegradaveis, esta relacionado com a degradacao desta matéria-prima.

O ciclo de vida final da embalagem produzida de PHB, é a degradacdo por meios de
microrganismos vivos, transformando a matéria-prima em &gua, gas carb6nico e ricos
nutrientes para o solo. Caso a embalagem seja descartada fora do ambiente apropriado para o
descarte, a degradacdo ocorrerd em periodo médio de alguns meses ou poucos anos para
degradacdo completa, ou seja, periodo relativamente importante em comparativo com as
embalagens provenientes do petroleo, cuja degradacdo acontecera em média de centenas de
anos (COSTA, 2013; FONSECA, 2014).

Desenvolvimento de prototipos 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 materias-primas
denominada: Hebei BaoXiangHang Plastication products Co.,Ltd China, cujo predecessor da
indUstria, é a planta de plastico Hebei Shenghe, com o objetivo de desenvolver frascos pilotos,
injetando as amostras exportadas que se encontravam em formatos de esferas, em méaquinas
operacionais tipos sopradoras, em colabora¢do com a empresa parceira: ND Plasticos IndUstria
e Comeércio que atua no mercado com desenvolvimento de plasticos convencionais.

O objetivo deste teste foi avaliar a capacidade deste tipo de resina de PHA no
modelamento um protétipo desenvolvido e a partir deste protdtipo, realizar testes
manipulativos, afim de avaliar as caracteristicas fisicas e quimicas, assim como estabilidade,
durabilidade e biodegrabilidade do bioplastico.

A amostra da matéria-prima (PHB) para teste primario foi importada da China e
desenvolvida em uma Maquina Sopradora (Rogeflex 1It) Himaco da Marca Oriente, em
parceria com a Industria e Comércio de plastico Ltda. A ND Plasticos fica localizada na cidade
de Sdo Carlos — S&o Paulo. O modelamento do protétipo foi feito a partir do molde disponivel
de uso cotidiano, ou seja, pre-forma ja definida da ND Pléasticos, através do processo de
fabricacdo por uma maquina que recebe pré-formas para Injecdo e Sopro, com capacidade para

2L, rosca de 60 mm.



124

Para o processo do material biodegradavel, foi realizado o ajuste do cabecote de
temperatura no cabecote da maquina para 170 °C (SPINOLA; 2018). A peca escolhida para
molde foi de um frasco pequeno e um frasco maior, semelhante a uma embalagem de xampu,
com a pretensdo de realizar o teste do biopolimero importado, em vias de verificar a
aplicabilidade dos potes em amostras de formulas de cremes de manipulagao para uso facil e/ou
corporal, avaliando a durabilidade e/ou fragilidade, estabilidade térmica, possivel degradacéao e
resisténcia do frasco para uso final pelo consumidor.

O quadro 4 expde a descricdo das propriedades da resina de PHB, conforme fornecido

pela empresa.

Quadro 4 - Descricdo das propriedades da resina de PHA

Resina de PHA - exportada da China
Propriedades Métodos de teste Condicg6es do teste Unidade Valor do teste
Gravidade especifica ASTM D-792 23°C g/lcm3 1.27
Coeficiente de fluxo ASTM D-1238 190°C/2.16K g/10min out/30
Resisténcia a tragéo ASTM D-638 23°C,50mm/min Kgflcm? 680
Alongamento ASTM D-638 23°C,50mm/min % 12.5
Forc¢a de impacto ASTM D-256 23°C, Notched 1/8” Kg-cm 8.5
Forca de flexibilidade ASTM D-790 23°C,15mm/min Kgflcm? 620-650
Distorgao de ASTM D-648 1820kpa °C 70
temperatura

Fonte: Dados fornecidos pela empresa.
Calorimetria Varrimento Diferencial

Foi utilizado o equipamento de calorimetria diferencial de varrimento DSC-
60/SHIMADZU para avaliar as variagdes das propriedades térmicas do “biopolimero
exportado, revelando suas propriedades termodindmicas, medindo as taxas de calor com a
emissdo dos sinais analdgicos que correspondem as funcgdes lineares. Este método de ensaio
apresenta a consisténcia em aquecer uma amostra, afim de determinacdo da Temperatura de
Fusdo (Tm) foi realizada a partir da analise de taxa de temperatura partindo de 10 °C até 400
°C, seguindo as etapas de aquecimento/ resfriamento/ aguecimento, o intervalo de tempo no
equipamento, se seguindo em valores constantes, de 10 °C/ min, em atmosfera de nitrogénio,
(vazdo de 50,0 mL/min) calculando-se as médias, procedido de varreduras para comparagéo
(FRANSSON; BACKSTROM, 1985; MACHADO et al., 2010).

As medidas sdo: a absorcdo, estabilidade térmica, entropia e ainda o grau de
cristalinidade de um polimero através da quantificacdo do calor associado a fusdo do polimero.
(A) e temperatura (T), respectivamente (FRANSSON; BACKSTROM 1985; SPINOLA, 2018).
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A temperatura de transi¢do vitrea (Tg) do polimero de PHB é de aproximadamente 5 °C e a
temperatura de fusdo (Tm), de 175 °C (MACHADO et al., 2010). O equipamento utilizado para

fazer o DSC esta ilustrado na Figura 47.

Figura 46 - Equipamento de calorimetria diferencial de varredura

Fonte: Imagem do acervo do grupo de pesquisa: equipamento para realizacdo de calorimetria diferencial
de varrimento (DSC-60/SHIMADZU).

Para meios comparativos e dois suportes de amostras, foi adicionado os granulos de
resina (PHA) provindo da China, sendo este o material de referéncia em analise, repetindo a
testagem com o segundo material onde intencionalmente se aderiu a amostragem (vazio) que
foi denominado como material inerte. Afim de registrar as informacdes sobre as transi¢des do
calor envolvido, identificando assim, as propriedades termodindmicas da amostra inerte
(SPINOLA, 2018).
O teste de (DSC) possibilitou verificar as transi¢cdes térmicas da amostra, determinando
a temperatura de fusdo alcancada, e variacdes calorifica da amostra em estudo, propriedades
termodinamicas e o grau de cristalizacdo da matéria-prima (SPINOLA,2018).
A caracterizacdo em termos de propriedades térmicas com avaliacdo da temperatura de
fusdo (Tm) (Figura 20 DSC), parametro interligado ao potencial de aplica¢fes T do polimero,
conforme ilustrado o PHA obtido na figura 20: consta o teste (fig. A) e (fig. B), que se trata

do grafico 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 gréafico da amostra referencial

DSC /(mW/mg)

- — PLA/ PHA BambooFill
289°C 22794
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glass transition melting temperature
g 102°C 42721 338°C \ /3395

degradation lémperalure
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’ ’ 3336°C W 2087 Jig
g glass transiti melting temp degradation temperature
-100 0 100 200 300 400

Temperature /°C

Fonte: Autor - resultado do teste DSC (Fig. A) Fonte: grafico 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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1°parametros relatorial obtido: [Detector: DSC-60] Pico= 57,69 C; Inicio = 46.62 C; Endset =
69,59 C; Calor -22,18mJ; -9,36 J/g

2°parametros relatorial obtido: [Detector: DSC-60]; Celula: Aluminio; Peso da amostra:
2,370 [mg]; Peso molecular: 0,00; [Pico DSC] = 76,77C; Inicio = 74,12 C; Endset = 79,66 C;
Calor -0,71mJ -0,30 J/g.

3°parametros relatorial obtido: [Detector: DSC-60] = 110,80C; Inicio = 106,86 C; Endset =
114,37 C; Calor -6,27mJ; -2,65 J/g
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4%parametros relatorial obtido: [Detector: DSC-60] Pico = 106,86 C; Inicio = 108,59 C;
Endset = - 0.01 C; Calor -0.00mJ; -107,69 J/g

5°parémetros relatorial obtido: [Detector: DSC-60] Pico = 289,67 C; Inicio = 277,71 C;
Endset = 325,19 C; Calor; -177,12mJ; -74,73 J/g

O grau de cristalinidade (Xc) do polimero foi determinada a partir da relac&o entre a.g entalpia
de fusdo da amostra (AHm) e a entalpia de fuséo de P(3HB) 100 % cristalino, 142 J.g (TSUJI; IKADA,
1996), sendo calculado a partir da Equacao:

AHm =entalpia de fusdao da amostra (J.g)

AHc = entalpia de cristalizagao da amostra (J.g)

AHm °= entalpia de fusdo considerando o polimero 100 % cristalino (J.g)

Para P(3HB) AHm %= 142 J.g (TSUJI; IKADA, 1996).

Através do ensaio de DSC os valores obtidos, a temperatura vitrea (Tg) foi atingida no
pico de 57,69 °C, a temperatura de fusdo (Tm) é de 106.86 °C, se mantendo em temperatura
de cristalizacdo Tc até 110,80 °C; O pico endotérmico, que corresponde a temperatura de
gradacdo do biopolimero em 289,67 °C, confirmando a temperatura de fusdo média do
bioplastico de PHB, conforme referenciado por Machado, 2010. N&o foi possivel observar o

pico exotérmico no grafico entre a transicao vitrea.
Protétipo 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 alcool 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 fabricacéo
das resinas de PHB no molde no protétipo escolhido, sob mesmas condi¢des de fabricacdo do
polimero ndo renovavel, ndo necessitando de molde especifico escolhido.

As caracteristicas do prototipo desenvolvido, também sdo as mesmas de outros
polimeros a base de petr6leo, mantendo a transparéncia, flexibilidade a impacto e rigidez na
superficie.

A propriedade mecénica se mostrou boa em relacdo a impactos de queda livre de
aproximadamente 2 metros de distancia, comportando 30 mL de solugdo, em média. A tampa

adotada para o frasco é um polimero comum (Figura 49).
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Figura 48 - Prot6tipos desenvolvidos

Fonte: autoria prépria
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Resumo: Uma excelente oportunidade para o Brasil se destacar na economia e na producéo cientifica é
aproveitar os recursos renovaveis que o pais dispde, como a biomassa lignocelulésica, nesse contexto,
as transformacdes biotecnoldgicas sdo apropriadas do ponto de vista ecolégico e ambiental, permitindo
transformacdo de recursos naturais renovaveis em produtos com altos valores comerciais. E um
composto digno de representar esses materiais lignoceluldsicos é o alcool coniferol (AC), que é uma
biomassa vegetal lignocelulésica sintetizado pela via bioguimica do fenilpropandide nas plantas, sendo
promissor para o0 desenvolvimento econbmico e mitigagdo de impactos ambientais, ainda, € um
composto com alto valor de mercado. Obijetivos: Visando contribuir para impulsionar a realizacdo dos
propésitos relacionados ao desenvolvimento sustentavel, desenvolvimento econdmico e mitigacdo de
impactos ambientais, 0 objetivo dessa pesquisa foi analisar o potencial mercadolégico do composto
quimico (biomassa lignocelulésica) AC e seus derivados. Método: Trata-se de uma revisdo integrativa
da literatura. Preliminarmente foi realizada pesquisa bibliografica em livros, artigos cientificos e em
documentos publicados em bases de dados online. Sequencialmente foi realizado coleta de dados sobre
as empresas que vendem o AC, nas proprias plataformas das empresas fornecedoras. Esses dados foram
estudados no intuito de obter informacdes relevantes sobre as empresas que ja vendem 0s compostos
e/ou seus derivados, especifica¢do do produto, a quantidade que fornecem dos produtos e quais 0s pregos
que estdo praticando no mercado, como também, o pais que as empresas estdo localizadas, endereco, e-
mail e telefone. Conclusdo: O mercado do AC parece ser restrito, ndo ha evidéncias concretas na
literatura de aplicagdes claras do uso direto do coniferilico e nem de produtos que o utilizam em suas
formulacGes. Laborat6rios de pesquisa sdo os principais consumidores do AC e/ou seus derivados.
Todavia, existem descri¢Ges de transformac6es quimicas do coniferol que resultam em compostos com
alto valor agregado do produto. Sendo assim, existe uma abrangente oportunidade de negdcio, tratando-
se de exploragdo na cadeia de valor de moléculas derivadas do coniferol. Por exemplo, para sintese de
principios ativos e fragrancias a partir desse composto. Palavras-chave: Biomassa lignoceluldsica;
Alcool coniferol; Bioeconomia; Desenvolvimento sustentavel; 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.

INTRODUCAO
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Um dos principais desafios globais consiste em modificar o presente modelo econdmico de
desenvolvimento, os quais estdo apoiados e fundamentados no uso do petréleo, gas e carvdo (fontes
fosseis) e que desconsideram a preservacdo do meio ambiente (FOLEY et al., 2011). Para tanto, sera
necessario pensar em inovacdes tecnolégicas, visando uma producgdo e consumo de fontes mais limpas
e seguras, isto é, ser capaz de garantir um sistema econémico mais sustentavel (AQUILANI et al., 2018).

A ONU acredita que a populagdo global cresca 16% chegando a 8,6 bilhGes até 2030
(AGENCIA EFE, 2017). E associado ao aumento populacional e os desafios que essa demanda gerou,
devido as utilizacdes exageradas dos recursos naturais, a dependéncia dos recursos fdsseis, e a crescente
urbanizacdo de que resulta sua degradacdo, existem incertezas em uma escala global relacionadas as
mudancas climaticas, necessitando uma mudanca de paradigma para o desenvolvimento mundial
(FOLEY et al., 2011).

E esse modelo contemporaneo devera preservar a biodiversidade, tencionando diminuir a
poluicdo, como também o desperdicio de &gua e as emissdes de gases do efeito estufa (FOLEY et al.,
2011), e isso deve ser apoiado no uso sustentavel de recursos obtidos a partir de fontes renovaveis
(HEIUMAN, 2016).

Existem diversos tipos de biomassas, as de natureza lignocelulésica destacam-se dentre elas,
pois sdo formadas por estruturas duras e fibrosas, compostas majoritariamente pelos polissacarideos
celulose e hemicelulose, entremeados por outra macromolécula formada por alcoois aromaticos, a
lignina. E essa Ultima se encontra unida por ligacdes covalentes e de hidrogénio (SANTQOS, 2011).

O vocabulo em latim lignum quer dizer madeira, de onde se originou a palavra lignina, que é
um polimero derivado de unidades fenilpropandides denominado C6 C3, podendo ser designada de
unidades C9, sendo um dos componentes essenciais dos tecidos de gimnospermas e angiospermas, sao
originarias da polimerizacdo desidrogenativa do alcool coniferilico e ocorrem em vegetais e tecidos
vasculares, atua no transporte de agua, nutrientes e metabolitos, também é encarregada de proteger os
tecidos contra o ataque de microrganismos e nos vegetais é responsavel pela resisténcia mecéanica
(SALIBA et al., 2001).

A lignina é a maior fonte de polimeros arométicos de natureza fendlica, e ocupa a posicéo de
segunda fonte de macromolécula organica vegetal mais abundante da natureza de matéria-prima natural,
atras da celulose, e estd presente em todos 0s vegetais, apresentada estruturalmente como uma
macromolécula fendlica amorfa, de estrutura complexa, heterogénea, tridimensional, com alto teor de
carbono. A estrutura da lignina é fundamentada em trés diferentes precursores: alcool sinapilico, &lcool
p-cumarilico, e o &lcool coniferilico (SOUTO et al., 2015).

Nesse segmento, essa molécula, lignina, apresenta aplicagdes como, por exemplo, na produgéo
de produtos aromaticos, adesivos e como substitutos fendlicos em resinas, essas caracteristicas mostram
que a lignina pode se tornar uma valiosa matéria-prima renovavel para a industria quimica brasileira
(SANTOS, 2011).
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Porquanto, para o pais, uma extraordinaria oportunidade para se destacar na economia e na
producdo cientifica é aproveitar os recursos renovaveis que o Brasil dispde, nesse contexto, as
biotransformacdes sdo apropriadas do ponto de vista ecoldgico e ambiental, e se mostram como
ferramentas importantes para a transformacdo de recursos naturais em produtos com altos valores
comerciais.

A vista disso, neste trabalho, avaliamos o potencial de mercado do composto alcool coniferol o
qual pode ser produzido a partir de lignina de biomassa vegetal. Porém, este composto ndo é commoditie
(produzido em larga escala para atender mercados globais), sendo assim, ndo é facil conseguir
informacBes comerciais do mercado dessa substancia. Diante disso, a pesquisa bibliografica e coleta de
dados sdo importantes para analise desse composto, e o desenvolvimento de tecnologias para producao
de composto quimico (através de rotas biotecnoldgicas) a partir de residuos agricolas, podem trazer

vantagens econbmicas, ambientais e sociais para 0 nosso pais.

MATERIAIS E METODOS

Foi utilizado o método de pesquisa exploratéria (entre os meses de janeiro a julho de 2021), e
para subsidiar o referencial tedrico, inicialmente foi realizada uma pesquisa bibliografica em livros,
artigos cientificos e em documentos publicados nos principais motores de busca (GoogleScholar e Web
of Science Platform), os quais contém artigos e livros com informacdes relevantes sobre o AC e seus
derivados.

Sequencialmente foi realizado coleta de dados sobre as empresas que vendem o AC e seus
derivados, nas préprias plataformas das empresas fornecedoras e em ferramentas de busca via web.
Elencando as empresas, especificacdo do produto, a quantidade que fornecem dos produtos e quais 0s
precos que estdo praticando no mercado, como também, o pais que as empresas estdo localizadas,
endereco, e-mail e telefone. E para a averiguacdo sobre a analise tecnoldgico do composto, foram
realizadas pesquisas sobre as patentes depositadas do AC e/ou seus derivados. E foram utilizados os
termos: Coniferil, coniferyl, coniferyl alcohol, coniferilico, alcool coniferyl, no resumo da descricéo da
invencdo e a presencga do termo em qualquer parte do documento, em todos os paises, em sites de busca
e bancos de dados econémicos e mercadolégicos da PATFT e ESPACENET.

REVISAO TEORICA

O Brasil se encontra em uma posicéo 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
Atlantica, Cerrado, Amazénia, Pampa e Caatinga, totalizando 42.730 espécies (SILVA et al., 2018).

O pais detém um dos maiores estoques da biodiversidade do mundo, possui pluralidade de

clima, intensa radiacdo solar, &gua em abundancia, gigantesca condicdo de regeneracdo atmosférica e
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absorcao, precursor na producdo em larga escala de bicombustiveis de biomassa com énfase na industria
canavieira (etanol), podendo assumir a lideranga no aproveitamento integral das biomassas, e tém
capacidade para ser o mais importante receptor de recursos de investimentos no segmento de producédo
e uso de bioenergia proveniente do mercado de carbono, ainda, conforme as pesquisas cientificas se
intensificam os resultados apresentam-se disponiveis para a sociedade, e 0s recursos naturais existentes
em suas regides tornam-se gradativamente conhecidos (ASSUNCAO, 2010).

Os cultivos de gréos (soja, milho, arroz e trigo) e o de cana-de-agucar se destacam na agricultura
brasileira, e as principais biomassas residuais de origem vegetal disponiveis sdo: a palha e o bagaco da
cana, a palha do arroz, talo com folhas do milho e a palha do trigo (SANTOS, 2011).

E muito importante essa variedade, sendo uma fonte valiosa para a obtencdo de diversos
produtos essenciais para o setor produtivo como: biocombustiveis, antioxidantes, 6leos, corantes, 6leos
vegetais, gorduras e fitoterapicos, os quais sdo matérias-primas em diversas industrias como as de
limpeza e higiene, alimentos, bebidas, cosméticos e farmacéuticos (SILVA et al., 2018).

Nesse universo, as biomassas assumem posi¢do estratégica na era pos-petroleo, uma vez que
elas representam a grande fonte de materiais renovaveis a serem utilizadas, e com a Quimica Verde,
procura-se delinear e concretizar um novo estilo de fazer a Quimica Industrial, a qual pode ser
conceituada como o projeto, o desenvolvimento, a producéo e o uso de produtos quimicos e processos
que a torne tdo compativel quanto possivel com o ambiente e a biosfera, mais precisamente com a satde
e 0 bem estar dos seres humanos, e de modo a garantir a sustentabilidade da civilizagdo no futuro
(ASSUNCAO, 2010).

Existem diversos tipos de biomassas, as de natureza lignoceluldsica destacam-se dentre elas,
pois sdo formadas por estruturas duras e fibrosas, compostas majoritariamente pelos polissacarideos
celulose e hemicelulose, entremeados por outra macromolécula formada por alcoois aromaticos, a
lignina. E essa dltima (lignina) se encontra unida por ligac6es covalentes e de hidrogénio (SANTOS,
2011).

A lignina é a maior fonte de polimeros arométicos de natureza fendlica, e ocupa a posic¢éo de
segunda fonte de macromolécula organica vegetal mais abundante da natureza de matéria-prima natural,
atras da celulose, e estd presente em todos 0s vegetais, apresentada estruturalmente como uma
macromolécula fendlica amorfa, de estrutura complexa, heterogénea, tridimensional, com alto teor de
carbono. A estrutura da lignina é fundamentada em trés diferentes precursores: alcool sinapilico, alcool
p-cumarilico, e o &lcool coniferilico (SOUTO et al., 2015).

Nesse segmento, essa molécula, lignina, apresenta diversas aplicagdes como, por exemplo, na
producdo de produtos arométicos, adesivos e como substitutos fendlicos em resinas, essas caracteristicas
mostram que a lignina pode se tornar uma valiosa matéria-prima renovavel para a inddstria quimica
brasileira (SANTOS, 2011).

Nos Ultimos anos o foco em debates tem sido sobre bioeconomia sustentavel e inovadora no

qual esta em uma ascensdo global de forma expressiva em diversos paises, na generalidade, diversas
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nacOes ddo énfase ao elaborarem suas estratégias de bioeconomia na exploragédo dos recursos bioldgicos
renovaveis (biomassas), no uso de conhecimentos cientificos e tecnoldgicos e no desenvolvimento, e
tendo como alicerce a promogéo do desenvolvimento sustentavel (MCTIC, 2018).

Para a agricultura brasileira, a bioeconomia tem sido vista como uma oportunidade de utilizar e
aprimorar todo o seu potencial de produgdo de alimentos, fibras, energia e novos produtos,
possibilitando um fortalecimento das relacGes entre as atividades do setor primario, como as atividades
da industria de transformacéo, a dos servicos e a agricultura, tornando-as segmentos de um mesmo
processo e contribuindo para o desenvolvimento econémico (IPEA, 2017)

O 4lcool coniferol é promissor para o desenvolvimento econdmico e mitigacdo de impactos
ambientais, e trata-se de um composto (sélido, cristalino e incolor), € monoligndl intermediario na
biossintese de eugenol, estilbeno e cumarina, através da via bioguimica fenilpropandide, quando
copolimerizado com compostos aromaticos 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 bioguimica
do fenilpropandéide nas plantas, este composto, é muito utilizado para elucidar estruturas quimicas e vias
biosintéticas, incluindo compostos derivados de ligninas e lignanas, como intermediario metabolico (LV
etal., 2018).

O coniferol, em producdo biotecnoldgica como residuos agroindustriais, tem como alternativa
promissora para o fornecimento desse composto 0 baixo custo dos seus precursores. Dependente de
fenilpropandide, a via de sintese do coniferol, haja vista que oito enzimas sdo envolvidas, incluindo duas
enzimas do citocromo P450, dificeis de expressar ativamente em microrganismos procarioticos (WANG
etal., 2013).

O AC tem efeito terapéutico para o tratamento do cancer e da artrite, e a silibinina usada como
hepatoprotetora (TONG et al., 2018). Ademais, o coniferol tém potencial material de partida para a
industria de fragrancias cosméticas (TRAMONTINA et al., 2020), pois é precursor dos aromas florais,
acetato de coniferil, alcool di-hidroconiferilico, e iso-eugenol de Petunia axillaris (KONDO et al., 2007).

E a formula molecular do AC esta descrita na figura.

Figura 1: Estrutura quimica do alcool coniferol. Fonte: Sigma Aldrich (2021).
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Fonte: Sigma Aldrich (2021).
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O farmacéutico Holzminden Wilhelm Kubel identificou pela primeira vez o glicésido do alcool
coniferol em 1866, no entanto, somente em 1874 a produgédo teve sucesso pela primeira vez (TIEMANN,
et al., 1874). Desde os estudos fundamentais de Freudenberg, o AC tornou-se o bloco de construcdo
preferido para a sintese de modelos de lignina. A justificativa para tanto € que o alcool coniferilico
glicésido pode ser usado por plantas superiores para formar lignina (HOUTMAN, 1999).

A producdo biocatalitica do coniferol, diretamente da biomassa lignocelul6sica apresenta
conversdo eficiente a partir do &cido ferulico. Isso foi observado seguindo o tratamento enzimatico da
lignocelulose para liberar e converter acido ferdlico em coniferol, utilizando a feruloyl esterase de
Clostridium thermocellum (XynZ), a acido carboxilico redutase de Nocardia lowensis (NiCAR) e a
aldo-ceto redutase de Coptotermes gestroi (CgAKR-1). Um processo de biodegradacdo-
biotransformacao é representado nesse sistema, oferecendo-se, com isso, o potencial de agregar valor
aos residuos agroindustriais, trata-se de uma estratégia inédita para a produgdo de produtos quimicos
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 construcédo coniferol intermediéario.

Figura 2: Coniferol como plataforma para produtos quimicos de alto valor.
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Quanto ao seu potencial farmacolégico, o alcool coniferilico ndo foi diretamente encontrado
como principal ativo de farmacos em comercializacdo, entretanto, foi observado que ele é um
intermediario para a obtengdo de compostos quimicos, 0s quais sao principios ativos de alguns farmacos.
Como, por exemplo, ele pode ser usado para fornecer a podofilotoxina que se tornou em produtos
quimicos com mais demanda desde a descoberta de sua propriedade antimitética (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 inddstria cosmética, o0 AC pode ser encontrado na
composicdo da mascara em gel e em perfumes, por apresentar um odor balsémico, e pode ser utilizado
como fixador ou solvente em fragrancias (TRIANA et al., 2019).

Outro derivado do coniferol, o aldeido de coniferol, em meio aquoso é sugerido para a imitacdo
do aroma de bordo, baunilha e todo tipo de caramelo (por apresentar gosto de caramelo), e tem um odor
balsdmico. E o &lcool coniferilico fornece, por reducéo, o eugenol, que pode ser usado como modificador
em fragrancias de cravo, de ylang ylang, madressilva, de tuberosa e narciso, e ainda é usado nas
composicGes aromaticas da baunilha, chocolate e creme-caramelo. E o eugenol também é um
componente do medicamento Pulparthrol, sob a forma de solu¢do de uso dentério, indicado para o
tratamento de canais e gengivites (ARCTANDER, 1969).

Além de tudo, o eugenol é o principal constituinte do 6leo de cravo (Syzygium aromaticum;
Myrtaceae), usado como um anestésico odontolégico e como flavorizante (SPERRY et al., 2010). Bem
como, esta 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 € um aromatizante amplamente
utilizado em alimentos, bebidas, perfumes e farmacos (DAUGSCH et al., 2005).

No entanto, apesar de ter sido localizado um bom ndmero de aplicagcbes dos AC e seus
derivados, existem poucos estudos sobre as possiveis modificagdes estruturais que podem ser feitas com

€sse composto.

Busca por patentes

Para 0 parecer sobre a analise tecnoldgica do composto AC, foram efetuadas buscas de patentes
utilizando os termos: Coniferil, coniferyl, coniferyl alcohol, coniferilico, alcool coniferyl, no resumo da
descrigdo da invencdo e a presenga do termo em qualquer parte do documento, em todos 0s paises, em
sites de busca e bancos de dados econdémicos e mercadoldgicos 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.

TERMO QUANTIDADE PORTAL

Coniferyl 1.306 PATFT
Coniferyl alcohol 241 PATFT
Coniferil 9 ESPACENET
Coniferilico 4 ESPACENET
Coniferyl 3.560 ESPACENET
| Alcool coniferyl 144 ESPACENET

Empresas que praticam relacdes comerciais

Foram localizadas 12 empresas que comercializam o composto e/ou seus derivados. Os produtos
sdo vendidos em diferentes quantidades e especificacdes, e os valores sdo diferentes entre as empresas

nas mesmas quantidades.



Quadro 2: Empresas fornecedoras do alcool coniferol.

MedChemexpress MCE

LSA

https://www.medchemexpress.com/

Tel:609-228-6898 / Fax:609-228-5909

E-mail: sales@medchemexpress.com

End.:1 Deer Park Dr, Suite 0, Monmouthlunc-tian, NJ 09952

Alcool coniferol,98%

5mg

550

10mg

5
80

20mg

5140

PiChemicals

China

http://www. pipharm.com/catalog_products/list
Tel: +86 21 58953700 +86 21 58953706

E- mail: info@pipharm.com

End.: Edificio B, 633 E Shan Road,

Xangai 200127

Alcool coniferol, 99%

1g

$ 345,00

AbaChemScene

EUA

https://www.chemscene.com/
Tel:732-484-9848-Fax:888-484-5008
E-mail:sales@chemscene.com

End.: 1 Deer Park Dr, Suite O,
Maonmouthlunction, NJ 08852

Alcool coniferol, 98%

5mg

550,00

10mg

580,00

20mg

$140,00

Targetmol

EUA

https://www.targetmol.com/contact-us

Tel: (781) 999-4286 / (781) -999-5354

E-mail: sales@targetmol.com

End.: 36 Washington Street, Wellesley Hills, MA 02481

Alcool coniferol, 97%

1mg

550,00
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Key Organics Ltd

Reino Unido

https://www.keyorganics.net/

Tel: 44 (0) 1840 212137

E-mail: enquiries@keyorganics.net

End.: Propriedade industrial de Highfield Road
Camelford, Cornualha PL32 9RA

Alcool coniferol,95%

1mg

$ 40,00

TimTec LLC

Flarida

http:/fweww . timtec.net

Tel: 302-292-8500 F: 302-292-8520

E-mail: info@timtec.net

End.: 9270 Bay Plaza BoulevardSuite 606 / 608A

Alcool coniferol,85%

1mg

% 73,00

10mg

5 264,00

20mg

$ 392,00

Cayman Chemical Company

EUA

https://fwww.caymanchem.com/contact/cc

Fax (734) 971-3640

Tel: (800} 364-9897/ (734) 971-3335

End.: Cayman Chemical 1180 EastEllsworth Road Ann Arbor,
Michigan 48108

Alcool coniferol,98%

500mg

5 310,34

100mg

5 88,50

Angene International Limited
London England
https://www.angenechemical.com/

B e

Alcool coniferol, 98%

g

5 293,00

100mg

$ 54,00

Ficher Scientific

Estados Unidos

https://www fishersci.com/us/en/home.html
Tel: 1-800-766-7000/1-877-885-2081

Alcool coniferol, 98%

0,25

5121.00

1g

$335.00

E o quadro traz a relacdo das empresas que ja vendem os compostos (e/ou seus derivados),

especificagdo do produto, a quantidade que fornecem dos produtos e quais 0S pregos que estdo

praticando no mercado, como também, o pais que as empresas estdo localizadas, endereco fisico,

endereco eletrnico, e-mail e telefone.
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CONCLUSAO

Conclui-se com base nas patentes, nos fatos e dados apresentados pelo estudo, que existem

oportunidades comerciais que justifique investir na producdo biotecnologia do composto alcool
coniferol e seus derivados, tanto em ambito nacional quanto em nivel internacional.
Em andlise nas amostras de patentes ndo foi localizado nenhum depdsito que impossibilitasse o uso da
tecnologia em questdo para a producdo do AC, o que viabilizaria a exploracdo de sua aplicagdo como
uma estratégia de contorno para bloqueios legais devido a alguma patente que descreva seu modo de
produgdo.

Também, foi identificado diferentes aplicagdes como: obtengdo de fendis, obtencdo de alcoois,
microrganismos produtores de enzimas e os produtos das rea¢fes enzimaticas, e muitas patentes tem
relacdo com a lignina as quais descrevem métodos de obtencao de coniferol através da despolimerizacéo
da lignina. E apesar de terem sido encontradas diversas patentes sobre o AC (e/ou seus derivados), essa
guantidade pode ser considerada pequena levando em conta que a busca foi realizada em todos os portais
disponiveis. Além disso, averiguando algumas patentes, foi possivel observar que elas se repetem devido
a semelhanga entre as palavras e as mesmas patentes s@o localizadas em plataformas diferentes, e se
fosse averiguar em pormenores, o total de patentes diminuiria consideravelmente. E observando o
cenario de competidores principais foi verificado que poucos paises fornecem o composto (e seus
derivados) e somente foram localizadas 12 empresas fornecedoras.

O mercado do alcool coniferol parece ser restrito, ndo ha evidéncias concretas na literatura de
aplicagdes claras do uso direto de coniferol e nem de produtos que o utilizam em suas formulagGes.
Todavia, existem descri¢Ges de transformagdes quimicas do coniferol que resultam em compostos com
alto valor agregado do produto.

Os apontamentos da pesquisa, indicam que € viavel investir na producgdo biotecnologia desse
composto, evidenciando que é uma excelente oportunidade para o Brasil se destacar na economia e na
producdo cientifica aproveitando 0s recursos renovaveis que o pais ja dispde, transformando recursos
naturais renovaveis em produtos com altos valores comerciais. Com isso, contribuindo para impulsionar
a realizacdo dos propdsitos relacionados ao desenvolvimento sustentavel, desenvolvimento econdémico
e mitigacdo de impactos ambientais e trazendo vantagens econdmicas, ambientais e sociais para 0 nosso
pais.
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RESUMO

Nos ultimos 10 anos, houve em todo 0 mundo um consideravel crescimento na producédo de plasticos a
partir de fontes ndo renovaveis, em substituicdo de matérias derivados de petroleo, que apresentam
efeitos nocivos ao meio ambiente. Varias empresas apostaram no desenvolvimento dos bioplasticos,
como por exemplo os polihidroxialcanoatos (PHA), devido a caracteristicas como estabilidade,
durabilidade, biodegradabilidade e ndo toxidade. Neste artigo, apresentamos uma pesquisa qualitativa
com abordagem descritiva de carater exploratéria sobre esse tema. Para realizar a pesquisa, foram
utilizadas publicagdes do portal de periddicos 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 tendéncia de substituicdo dos polimeros desenvolvidos de origem
petroquimica por biopléstico microbianos. Para viabilizar economicamente a producéo de bioplastico
microbianos, faz se necessario pesquisas a utilizacdo de substratos com baixo custo para a fermentacao
microbiana, reducdo do tempo de processo e utilizacdo de materiais de baixa toxicidade (ou atdxicos) a
extracdo dos polimeros. A producdo de bioplasticos microbianos é um tema de grande relevancia e
interesse de industrias, do governo e do mundo todo. Porém o processo de extracdo de bioplasticos
produzidos por cepas bacterianas ainda é considerado de alto custo. O uso comercial de bioplasticos
produzidos por cepas bacterianas sem ddvidas tera um grande potencial a ser utilizado como substituto
alternativo a plasticos derivados de petroleo. Por fim, as diversas percep¢des debatidas ao decorrer dos
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trabalhos analisados permitem inferir que, em relacdo a producéo de biopolimeros sustentaveis, visando
fabricacdo em larga escala pela industria, ainda ha uma grande trajetéria a se percorrer.

Palavras-chave: biopolimeros, bioplastico microbiano, polihidroxialcanoatos, extragdo 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 INTRODUCAO

No inicio do século 20, ocorreu uma explosdo no desenvolvimento e uso de plastico na vida
cotidiana (JUDITH et al., 2020). Os plasticos desenvolvidos & base de petréleo s&o utilizados
extensivamente no cotidiano, sendo parte essencial da sociedade moderna, substituindo matérias-
primas como madeira, metal e outras aplicag@es industriais e médicas, devido as suas caracteristicas de
estabilidade e durabilidade (MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019). Por conta do uso em larga escala
e pela baixa degradacdo do plastico, houve consequéncias a0 meio ambiente, como o acimulo do
material em aterros sanitarios e a poluicdo de oceanos. Além de gerar impactos do meio ambiente, a
producdo de plastico convencional, desenvolvido a partir de recursos de petroleo, também se faz como
um crescente problema no mundo, devido ao fato do petréleo ser um recurso que esta se esgotando:
com os niveis atuais de consumo, espera se que todas das fontes de petr6leo conhecidas no planeta
estardo esgotadas antes do fim do século 21 (OLIVEIRA-FILHO et al., 2018; JUDITH et al., 2020).

O grande problema em relacdo ao plastico advém da gestéo dos residuos, ou ao descarte destes
produtos, observado que sdo produzidas mais de 300 toneladas de plastico e que aproximadamente 50%
deste volume se volta a produtos que sdo descartados dentro de um ano apds sua compra— 0 gque acarreta
em consequéncias ambientais a nivel global (SINGH et al., 2016). A Agenda 2030 da ONU
(Organizacdo das Nacfes Unidas) traca aconselhamentos determinados como Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), os quais abrangem questdes sociais, ambientais, da educacéo,
salde, dentre outros, destacados na plataforma, conforme apontado em seu objetivo n® 12.5, texto que
enfatiza quanto a geragdo de residuos, a reciclagem e o consumo, meio de reciclagem, prevencao e
reuso de embalagens (ONU, 2018).

O Brasil é um pais com alto potencial para contribuir com a sustentabilidade por possuir muitas
reservas naturais, grande biodiversidade e variagOes climaticas consideraveis. Nos anos recentes, tem
se evidenciado o esgotamento das reservas de combustiveis fosseis, se tornando necessario desenvolver
inovacgdes tecnolOgicas para a substituicdo dos plasticos sintéticos pela producdo de plasticos
biodegradaveis (MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019; QUINES et al.,, 2015). Especialistas
pesquisadores de areas multidisciplinares, tais como quimicos, bioquimicos, biélogos moleculares,
microbiologistas, engenheiros quimicos e médicos, apostam no desenvolvimento de biopolimeros
produzidos por fontes renovaveis. (CHEN, 2010; MENDONCGCA et al., 2013). O bioplastico pode ser
definido como material pl&stico moldavel feito de compostos quimicos derivados ou sintetizados por
microbios, tal qual as bactérias ou plantas, sendo obtido por recursos renovaveis e, em alguns casos,
sdo biodegradaveis (JUDITH et al., 2020).

O termo polihidroxialcanoato (PHA) é utilizado para se referir a familia de poliésteres de
origem microbiana, produzidos biotecnologicamente a partir de fontes renovaveis. Os PHA sdo
acumulados por microrganismos como materiais de reserva de carbono e de energia. Este tipo de

bioplastico vem sendo pesquisado ha mais de 70 anos, tratando-se de um material biol6gico importante,
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semelhante a composicdo dos plasticos derivados de petroleo, entretanto, sendo sustentavel e
biodegradavel e considerado promissor (WANG; CHEN, 2017).

O PHA, além de ser biocompativel e biodegradavel, ndo sdo toxicos, sendo comercializado por
muitas empresas, como matéria-prima em forma de pellets ou em pd, e estes sdo provenientes de
microrganismos e suas propriedades, s&o semelhantes aos polimeros sintéticos. S8o comercializados
para aplicacbes como por exemplo nas areas médicas, como peliculas e suturas, também em frascos
para cosméticos, possibilitando, assim, novas tecnologias para Vvarios campos da inddstria.
(MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019)

Com descrito na figura abaixo, a férmula geral do PHA é composta por multiplas unidades, ou
seja, unidades de acigrupos: o hidroxialcanoatos de cadeia lateral curta (PHA — scl), constituidos de 3
a 5 mondmeros C6 C14; Os hidroxialcanoatos de cadeia média (PHA - mcl) que variam, em média 6 a
14 monbmeros de carbono; Os hidroxialcanoatos de cadeia longa (PHA — Icl), cujo os monémeros
contém mais de 14 atomos (DELGADO 2015.; L1.; et al 2016.; CHOONUT 2019). Os materiais
moldaveis desenvolvidos de PHAS incluem plasticos biodegradaveis para fins de embalagem que nédo
agridem o meio ambiente, fibras, implantes biodegradaveis e biocompativeis, transportadores
de liberacdo controlada para drogas ou farmacos, biocombustiveis, na fermentagdo industrial, etc (Chen,
2010).

Figura 1. Estrutura Geral dos PHAs Fonte: Li; et al 2016

= —{-.U—--—'-'{-——-’rx ‘}"' o Q

Legenda:

a. A estrutura identificada como “a™, apresenta a estrutura quimica geral dos PHAs. b. A
estrutura identificada como ““b™, & a representacio do grupo de cadeias de PHAs

Os desafios apontados pelas industrias de biopolimeros estdo relacionados a competicdo com
os plasticos derivados do petréleo. Para tornar estes plasticos mais competitivos, nota-se a necessidade
da reducdo dos custos para sua producdo, que estes possuam caracteristicas superiores ou semelhantes
as apresentadas por alguns dos tipos de plésticos convencionais e possuirem aplica¢fes com alto valor
agregado, como é o caso do uso para aplicacdes médicas (QUINES et al., 2015). Assim o presente
trabalho se justifica pela importancia de conscientizacdo da sociedade quanto ao tema, bem como para
reforcar quanto a necessidade de investimento em pesquisas cientificas com apoio governamental e por
meio de empresas privadas, apostando em inovagfes no desenvolvimento tecnoldgico das inddstrias.
Além disso, a produgdo em larga escala de biopolimeros sustentaveis poderia impulsionar crescimento

e desenvolvimento econémico e industrial do pais.
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MATERIAL E METODO

A partir da problemética levantada, o objetivo da pesquisa foi realizar um estudo tedrico com
abordagem em método descritivo e exploratério, baseado na busca de pesquisas elaboradas por outros
autores especializados no assunto, trazendo o conhecimento cientifico sobre a produgéo e aplicacdo de
bioplasticos microbianos. Para realizar a pesquisa, foram utilizadas publica¢des do portal de periddicos
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 cientificos 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 selecdo dos artigos, optou-se por investigar as
publicacBes internacionais e nacionais, analisando, em seguida, a pertinéncia, relevancia e elegibilidade
para o tema.

Na coleta e andlise dos dados foi construido um quadro investigativo dos artigos, sobrepondo
as seguintes etapas: (1) identificacdo do tema; (2) identificacdo dos principais objetivos; e (3)
interpretacdo dos resultados encontrados nos artigos. Foram excluidos os estudos que ndo abordassem
a tematica relacionada ao objetivo desta revisdo. Para selegdo dos artigos, foi realizada pesquisa pelas
palavras-chave em cada uma das bases de dados — etapa que caracterizou a primeira fase da selecéo. A
segunda fase foi determinada por meio da leitura dos titulos e resumos e a terceira fase foi composta
pela leitura dos artigos completos. Ao final da busca, foram selecionadas 22 produgdes cientificas para
0 desenvolvimento da introducdo e resultados desta pesquisa. O fluxograma da busca nas bases de
dados encontra-se nesta revisao integrativa.

Quadro 1 — Estratégias de busca detalhada no portal de periédicos Capes, ScienceDirect, BVS —
Bireme: bases de dados Medline, PubMed, respectivamente

Production of biopolymers from poli-hidroxialcanoatos

{Production of biopolymers) AND (Polyvhydroxyalkanoates (PHA)) OR (bioplastic) AND
{bioplastic microbial) AND (fulltext:("1") AND db:( “CAPES™ OR “SCIENCEDIRECT™
OR “ ELSEVIER” " MEDLINE™ OR “PUBMED") AND la:("pt" OR "en" OR "es") AND
year cluster:(*2010™ OR “20117 OR “2012" OR =2013™ OR *2014" OR “2015" OR
"2016" OR “2017" OR "2018" OR "2019" OR "2020").

"Polyhydroxyalkanoates (PHA)” [MeSH Terms] OR (" Polyhydroxyalkanoates™ (PHA)
[All Fields] AND "biopolymers” [MeSH Terms]) OR “biopolymers™ [All Fields]) AND
"production Polyhydroxyalkanoates (PHA)} " [MeSH Terms] OR “production
Polyhydroxyalkanoates (PHA)™ [All Fields])) OR "biopolymers Polyhydroxyalkanoates"
[MeSH Terms] OR "biopolymers Polyhvdroxyalkanoates" [All Fields]) "cepas
Polvhydroxvalkanoates " [MeSH Terms] OR  “cepas Polyhydroxyalkanoates™ [All
Fields], “Bioplastic” [MeSH Terms] OR “Bioplastic™ [All Fields].




Quadro 2 — Artigos Selecionados
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. Revista ou . -
Titulo ‘::g:’l P:nl: Autor periddico ::t]Ludo de g‘;ﬂ;‘;‘rus do Resultados principais
g (ISSN) ' '
Production of 2018 QOLIVEIRA-  Journal of Pesquisa Descrever a O autor descreveu a
Polyhydroxyal Brasil FILHO etal. Molecular experimental mtegragio de 3 inser¢do de trés genes
kanoates Microbiology estralégias heterdlogos
Copolymers and distintas codificantes de PHA
by Biotechnology para integrar na sintase  provenienies
Recombinant DOL: 101159/ genes heterdlogos de K. eutropha HI16,
Pseudomonas 000495752 em cromossomos  Aeromonas sp, TSMEI
in  Plasmid- bacterianos de e Aeromonas
and Pseudomonas hydrophila
Antibiotic- spp ATCCT966 nas cepas
Free Cultures de Pseudomonas
LFM046 e LFM46l.
Foram  testadas a
produgio de PHA
usando glicose como
tinica fonte de carbono
em culturas
sem adicdo de
antibidticos.
Purification of 2018 RAMOS The  Iralian Pesquisa Avaliar a Os materiais obtidos
Poly (3- Colémbia et al Association of  experimental aplicagao de na purificagio  do
hydroxybutyra Chemical diferentes cloroformio
te}  Produced FEngineering processos de apresentavam
by Fatty Acid ISBN 978-88- purtficagio a fim propriedades
Fermentation 95608-64-8; de se obter um mecinicas pobres,
Using Organic ISSN  2283- polimero de alta aparéncia ruim e eram
Polar Solvents 9216 pureza amarelados e com
DOL: forte odor gerado pelo
10.3303/CETI oleo remanescente
867112
Comparagio 2018 BISSACOT  LUME - Rewvisio  de Reunir Diversos estudos tém
de diferentes Brasil Renositdrio literatura estudos de  comg . gbietivo  de
Sintesis ~ de 2017 MICAN e Semilleros: Revisdo O artigo analisa o A conclusdo  do
bioplasticos a Colémbia  al Formacion bibliografica panorama geral da  estudo, descreve que €
partir de Investigativa produgio de necessario avaliar o
microarganis ISSN  2463- biopldsticos, & as microrganismo a ser
mos 0454 propriedades dos estudado, fazendo
FHA e as comparalivos com
condigbes para sua  varios  outros  tipos
produgo tais  para obter um melhor
Como: tempo, rendimento e produgio
agitacio, PH, de bioplésticos
temperatura.

subsiratos e meios
cultivos, e os
diversos

ImiCrorganismos
by Mixed mista, usando rendimentos de
Microbial carbonato de extracio possam  ser
Cultures dimetila e 1- obtidos com
from Sludge butanol, cloroférmio ou
respectivamente diclorometano  como
solventes, dentre

OutTos.
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PHA 2013 MADKOUR  Biomacromole  Revisio Fstudo geral sobre A recuperaciio de PITA
Recovery from  Arabia et al. cules bibliografica 05 diferentes a partir da blomassa
Biomass Saudita processos que produzida é uma etapa
resultam na muito importante em
hiberagio de todo o processo de
moléculas de  produgdo. A
poliéster ou os recuperagio nio
grinulos de PHA, requer apenas a
e avaliar processos  liberagiio do poliéster,
que  descrevem incluem também todo
sobre a adequagio o processo do  pré
de uso em larga tratamento ]
escala na industria  tratamento da
biomassa,  incluindo
também a fase de
recuperagdo.
Polyhydroxyal 2017 WANG efal.  Sustainable Revisio Estudo tedrico A sintese de
kanoates: Alemanha Polymers from  bibliografica sobre aspectos de biopolimero em
sustainability, Biomass sustentabilidade bactérias é favordvel a
production, GmbH & Co. dos PHAS sustentabilidade ao
and KGaA meilo ambiente, mas
industrializati apresentam COmo
on principal  barreira o©
alto custo da produgido
Recent 2017 KOURMEN  Bioengineerin  Revisio de Apresentar etapas 0Os processos
Advances and Dinamarca TZA eral g literatura do processo geral biotecnologicos, assim
Challenges de producio de como recursos
towards paoli- microbianos, ainda
Sustainable hidroxialconato estio sendo
Polyhydroxyal desenvolvidos ¢ pouco
kanoate (PHA) explorados
Production
Methods  for 2016 GODBOLE International Revisio de Realizar uma Técnicas simples e
identification, India Jowrnal af  literatura analise do  rapida com o uso do
quantification Bivassays 5.4 processo de microscapico
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Pseudomonas 2019 MOZEIKO-  Jouwrnal of Estudo Fornece uma visio Em vias da melhoria
Species as  PolGnia CIESIELSK  Polymers and Teorico geral das da produtividade dos
Producers of Aetal the tendéncias PHAs, os processos de
Eco-friendly Environment recentes para a otimizagio usando o
Polyhydroxyal produgio de PHAs modo  continuo  de
kanoates com foco no operagiio precisam ser
desenvolvimento  implementados. Além
de estratégias de disso, aponta-se para o
fermentagio, desenvolvimento
utilizagio de de uma cascata de
diferentes  fontes  biorreator de maltiplos
de carbono. estdgios que poderia
resullar na produgio
de blocos de co-
poliésteres com
propriedades tnicas
Polyhydroxyal 2016 Liatal NPG Asia  Revisio de O autor faz uma Em sua discussio final
kanoates: Singapura Materials literatura revisiao de o autor descreve que
opening doors doi: 101038 literatura  sobre  PHAs modificados sdo
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sustainable PHA e médica.
future estratégias e
funcionalizagiio
Métodos  de 2015 QUINES Quimica Nova  Revisio  de  Apresentar O autor conclui que
extragio  de Brasil et al. literatura estratégias métodos quimicos, tals
polihidroxiale tecnologicas como uso de solventes
anpatos a utilizadas nos  s80 muito utilizados na
partir de Processos de recuperagio do PHA:
biomassa extracio de PHA O uso de digestores
bacteriana produzidos  por  quimicos, os métodos
cepas, Incluindo fisicos e Dbiologicos
fases de  podem ser combinados
recuperacio e utilizados na extragio
purificacdo do
biopolimeros
Estudo da 2005 Viegas, Dissertagdo Pesquisa O objetivo  do O esiudo definiu as
Produgio  de Brasil Cristhiene {mestrado) - experimental estudo for de condigdes de cultivo
Polihidroxiale Paiva Rohde  Universidade avaliar a produgio  a producgio de
anoatos Federal de de copolimeros:  biopolimero com
(PHAs)  por Santa polihidroxibutirat  potencial
Chromobacter Catarina, o P[3HB e biotecnologico a
iwm violaceum Ceniro hidroxivalerato: partir desse
Tecnologico. co-3HV] por € microrganismo.
Programa de vielaceum,
Pos-
Graduagdo em
Engenharia de
Alimentos. Vie
gas

2.DISCUSSAO TEORICA

A anélise da literatura na area permitiu tecer variadas observacOes acerca do bioplastico,
referindo-se as possibilidades do seu uso e implicacBes pertinentes Observa-se que 0s artigos
investigados tomaram metodologias distintas, e por isto, os resultados encontrados variaram desde
exposicOes técnicas e teoricas acerca do bioplastico, PHA (CHEN, 2010; JUDITH et al., 2020;
MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019; PINSKY et al., 2017), andlises de diferentes processos
existentes para sua produgdo (DE SOUZA REIS et al., 2020; MADKOUR et al., 2013), a exploracéo
de técnicas e métodos para a identificagdo, estimativa quantitativa e caracterizacdo de PHA em vias

de uma producéo mais econémica (GODBOLE, 2016).
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De acordo com as colocagbes dos autores, os PHA identificam-se enquanto biopolimeros
versateis, tendo variadas aplicag@es nas industrias farmacéutica, da biomedicina, alimentos, embalagens
e outras, sendo biodegradaveis, podendo ser produzidos de forma sustentavel e ecoldgica,
desenvolvidos com matérias-primas renovaveis ou residuos industriais (DELGADO et al., 2015). E
evidente que os PHA e tecnologias relacionadas formam uma cadeia de valor industrial (CHEN, 2010).

Desta maneira, o desenvolvimento de PHA ¢ justificado por ao menos trés pontos: a escassez
de petréleo para materiais plasticos, a reducdo de emissdes de CO e protecdo ambiental (CHEN 2010).

A dificuldade no custo de producdo do PHA afeta a sua aplicacdo como alternativa
biodegradavel aos plésticos convencionais. Pesquisas em desenvolvimento na area de bioprocessos e
novos recursos bacterianos, pode contribuir na produgdo economicamente vidvel de PHAS.

Podem ser realizados diferentes processos, que fazem uso de bactérias, para a produgédo de
PHA. Neste ambito, tem se investigado a adogdo de culturas puras, pelo seu potencial em valorizar
subprodutos residuais como matéria-prima de baixo custo. Ha expectativa de que as ferramentas de
biologia sintética auxiliem no aumento da eficiéncia da producdo de PHA, bem como pesquisas ha
producéo de PHA utilizando culturas microbianas mistas (MMC) e diversos substratos de residuos, com
0 objetivo de reduzir 0s custos nos processos operacionais. (KOURMENTZA et al., 2017).

O bioplastico produzido deve possuir robustez, ser biocompativel com opgdes de tratamento de
superficie, permitindo reducao do atrito e do desgaste (SINGH et al., 2015). Os monémeros que devem
ser explorados para usos médicos, até agora sdo apenas, 0s PHAs de cadeia curta, constituida por 3-
hidroxibutirato (3HB) e seus derivados foram estudados, mais mondmeros devem ser testados para
eficacia médica. As proteinas deligacdo a superficie PHA, (PhaP) dentre outras, podem ser
desenvolvidas em um sistema de purificacdo de proteina ou em ferramentas de distribuicdo de drogas
ou farmacos especificos. Mais aplicacdes baseadas nessas proteinas devem ser desenvolvidas (CHEN.,
2010, p. 18).

Os PHA sdo desenvolvidos por varios tipos de cepas de bactérias e sdo acumulados como
granulos, na presenga em excesso de uma fonte de carbono, como exemplo a glicose, &cidos graxos,
acidos lauricos e sacarose (GODBOLE, 2016; WANG et al., 2017). Estes PHA sdo produzidos por
bactérias gram-positivas e bactérias gram-negativas, sintetizadas espontaneamente com armazenagem
intracelular de carbono e de energia. A acumulagdo de granulos no citoplasma bacteriano pode chegar
em até 90% do peso seco da célula (MADKOUR et al., 2013; MENDONCA et al., 2013; MARTINEZ
et al., 2016; MOZEJKO-CIESIELSKA et al., 2019).

Micén e colaboradores (2017), em pesquisa desenvolvida na Universidade de Colémbia,
realizaram estudos sobre a producdo de PHA com trés espécies de Pseudomonas e substratos de baixo
custo apresentam viabilizacdo econémica para o processo tecnoldgico. Para os autores, para tornar a
producdo de biopolimeros competitiva do ponto de vista ambiental, tecnol6gico e econémico, devem
ser utilizados residuos agroindustriais como o amido de tubérculos, como batata e mandioca na

producdo de PHA, para que estes sejam reaproveitados. O autor concluiu que atualmente as correntes
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ainda ndo sdo valorizadas pelo setor industrial que poderiam ser utilizadas para a producgdo de
biopolimeros (MICAN et al., 2017).

Oliveira-Filho e colaboradores (2019) obtiveram sucesso em aumentar o potencial industrial da
Pseudomonas sp. Cepa LFM461 através da producdo de copolimeros de polihidroxialcanoatos (PHA)
contendo P3HB (polihidroxibutirato) e (PHA de cadeia média) PSHAmcl (OLIVEIRA-FILHO et al.,
2019).

A nivel mundial, uma das cepas mais pesquisadas é a Ralstonia eutropha, em especifico a do
tipo de poli-hidroxibutirato (PHB), devido a 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 producdo de PHA, sintetizando poliéster quando o nitrogénio
de sua fonte nutricional ¢ limitado (MICAN 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 producio de bioplastico (MICAN et al., 2017).

Em todo o mundo, véarias empresas vém apresentando projetos de producéo e industrializagdo
de bioplastico a partir de PHA. Historicamente, tem-se Lemoigne, no ano de 1926, que apresentou
estudos com o poli-3-hidroxibutirato ou P(3HB). Cita¢Ges posteriores sobre o tema s&o encontradas nas
décadas mais recentes. A partir de 1980, na Austria, notou-se a produgéo do P(3HB), ainda em baixa
escala, ocorrendo até o ano de 1995; no Reino Unido, os projetos foram citados no periodo entre 1981
a1988 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).

Ha grandes vantagens ambientais no uso de plasticos desenvolvidos por microrganismos,
quando em comparacao aos plasticos desenvolvidos a partir de matérias-primas tradicionais com bases
petroquimicas, porém, o custo final acaba por ser elevado, ndo ficando acessivel a populacao.
(DELGADO et al.,2015).

S&0 necessarios mais estudos para tentar aumentar a competitividade, bem como reduzir o custo
do processo industrial promovendo também a agilidade na producéo apresentando como resultado final
gualidade nas caracteristicas e propriedades mecanicas deste bioplastico.

Embora o polihidroxibutirato (P3HB) ou seja, este tipo de plastico biodegradavel, tenha
algumas propriedades uteis, como insolubilidade em &gua, resisténcia a umidade e boa
impermeabilidade ao oxigénio, eles tém alguns defeitos inerentes. Por exemplo, P3HB tem um alto
ponto de fusdo (Tm) superior a 170 ° C e uma temperatura de transi¢do vitrea (Tg) de 4 ° C, é um
material altamente cristalino e, portanto, fragil e rigido com baixa elasticidade e a moldagem por injecéo
também é muito dificil. (WANG et al., 2017).

Atualmente este tipo de bioplastico, sdo os mais estudados e de maior interesse pelas inddstrias
por motivo de suas caracteristicas serem bem similares aos tipos de plasticos da industria petroquimica
(DELGADO et al., 2015).
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A producdo de um material de baixo custo inclui o uso de substratos com baixo preco, como
por exemplo residuos agricolas e residuos de alimentos, tais como a lignina, sucrose, acidos graxos e
vegetais que podem ser utilizados como fonte de carbono (WANG et al., 2017, VIEGAS 2005).

Os métodos de extracdo de PHA das cepas bacterianas enfocam a necessidade de diminuir os
custos dos reagentes utilizados, reducéo do tempo no processo, e nas substitui¢des de produtos quimicos
toxicos por produtos de baixa toxicidade e/ou preferencialmente atdxicos. O produto final deve
apresentar propriedades biocompativeis, além de ser biodegradavel, apresentando um processo
favoravel para aplicacdo em grande escala na inddstria, com critérios minuciosos de ndo comprometer
0 meio ambiente (QUINES et al., 2015).

Os procedimentos de pré-tratamento aplicados na producdo de PHA, sdo métodos bioldgicos,
quimicos ou fisicos que sdo aplicados para que ocorra o enfraquecimento da estrutura das células,
protegendo os granulos de PHAs. (KOURMENTZA et al., 2017).

Por exemplo, o processo de liofilizagcdo é o procedimento de secagem que remove a agua da
biomassa, utilizado tradicionalmente como pré-tratamento, facilitando a extracdo. Este procedimento
apresenta importantes caracteristicas para 0s passos posteriores, porém é considerada alto custo para a
industria. (KOURMENTZA et al., 2017).

O processo de purificacdo tem objetivo de rompimento e liberagdo espontanea da parede celular
dos PHASs, bem como a purificagdo e o rendimento do granulo organico. No processo de tratamento e
extracdo e recuperacdo, pesquisadores descrevem a aplicacdo de combinacéo de solventes orgénicos
tais como: cloroférmio, cloreto de metileno e acetona e alcool e adi¢do de detergentes como como
dodecil sulfato de sodio. Outros solventes organicos utilizados sao o hipoclorito de sédio, dicloroetano
e diclorometano, acetona. Métodos mecanicos apresentam alta eficiéncia quando sdao combinados com
métodos quimicos (QUINES et al.,2015).

A escolha dos solventes organicos polares como o metanol em vez do cloroférmio no
tratamento da producdo de PHB é um método viavel, devido a remoc¢do de grande quantidade de
residuos do processo fermentativo e pelo fato do gasto de energia para a recuperagdo na destilagdo ser
considerado relativamente baixo. A partir do objetivo de avaliar a aplicagéo de diferentes tratamentos
para processos de purificacdo a fim de se obter um polimero de alta pureza, a investigacdo de Ramos e
colaboradores (2018) concluiu que, apesar de terem comecado do mesmo material, os materiais
resultantes de diferentes extragcGes eram polimeros com diferentes pontos de fusdo, temperaturas de
degradac&o e indices de cristalinidade. Por exemplo, os materiais obtidos na purificagdo do cloroférmio
apresentavam propriedades mecénicas pobres, aparéncia ruim, sendo amarelados e possuiam forte odor
gerado pelo 6leo remanescente (RAMOS et al., 2018).

A utilizacdo de extracdo de PHA com solventes organicos é a mais adotada devido a praticidade
na sua aplicacdo, devido a baixa degradacdo dos polimeros e a elevada pureza do produto extraido. O

método que utiliza solventes toxicos pode ser visto como contraditorio, pois 0s biopolimeros resultantes
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gerariam impacto ambiental iguais ou similares aos causados por polimeros derivados de petroleo
(QUINES et al., 2015).

Observa-se que as pesquisas que analisam diferentes metodologias para a recuperacdo e
purificacdo de PHAs, utilizam métodos quimicos em pelo menos uma das etapas do processo. Este
método tem sido utilizado principalmente na etapa de recuperagd0 ou como pré-tratamento
(BISSACOT, 2018).

Os métodos quimicos que ndo usam de agentes toxicos se mostram como alternativa
promissora, pois ndo geram impactos ambientais e alcancaram percentuais altos de recuperagdo e
pureza. Reforca-se para a recuperacdo bioldgica combinada com métodos quimicos, pois a técnica
carece de estudos. Ainda, a combinagdo deste com métodos mecanicos ou quimicos auxiliaria no
rompimento celular e na recuperacdo polimérica, obtendo-se percentuais mais elevados de pureza e
recuperacao (BISSACOT, 2018).

Embora os PHA sejam reconhecidos como candidatos a producéo de plasticos biodegradaveis,
ainda apresentam limitacdo para sua producdo em alta escala, seu alto preco em comparagdo aos
plésticos convencionais, sendo necessario, para isto, buscar uma alternativa ecologicamente correta e
economicamente justificada para produzi-lo (DELGADO et al., 2015). Observa-se gque 0s processos de
manufatura comercial sdo prejudicados por conta do alto valor. Elenca-se melhorias na engenharia
metabdlica e genética, que tém produzido cepas de microbios, com melhora significativa no rendimento
e na capacidade de produc&o e ainda consigam reduzir os custos gerais (JUDITH et al., 2020).

Enfim, a maioria dos textos abordou o problema dos altos custos dos bioplasticos. Nota-se
preocupacdo com a viabilidade comercial do processo, tendo que o plastico produzido a partir de
combustiveis fosseis ainda é consideravelmente mais barato. Também deve citar-se a necessidade do
desenvolvimento de mais estudos com o tema em busca da redugéo dos custos e melhoria dos processos
de produgéo (BISSACOT, 2018).

4 CONCLUSOES

O tema € de grande relevancia e interesse de industrias, do governo e do mundo todo, pois ha
estimativas descritas na problematica de escassez de petr6leo em um periodo préximo, porém o
processo para realizar a extragdo ainda é considerado de alto custo. O uso comercial de bioplésticos
produzidos por cepas bacterianas sem duvida terd um grande potencial a ser utilizado como substituto
alternativo a plésticos derivados de petréleo, estimulando pesquisas nessa tematica. Alguns fatores que
podem ser observados, quanto & limitacdo do uso dos biopolimeros, se referem a toxidade média ou alta
dos solventes quimicos adotados, tendo que o objetivo final da fabricacdo do biopléstico é que este
polimero seja biocompativel e biodegradavel ecologicamente. Além disto, outros fatores intrinsecos a
producdo limitam o uso desses biopolimeros, como o longo periodo de producdo e os custos dos

processos fermentativos microbianos. Por fim, as diversas percep¢des debatidas ao decorrer dos
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trabalhos analisados permitem inferir que, em relacdo a producéo de biopolimeros sustentaveis, visando
fabricacdo em larga escala pela indUstria, ainda h& uma grande trajetoria a se percorrer.
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