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1. INTRODUGAO:

Os polimeros conquistaram espag¢o como um dos materiais mais relevantes para a sociedade,
devido a sua ampla aplicabilidade, versatilidade e praticidade, sendo muito utilizados no nosso dia a
dia.!? A produgdo mundial de materiais plasticos aumentou exponencialmente de 2,3 milhdes de
toneladas para 367 milhdes no periodo entre 1950 e 2020. Sendo que, em 2017 havia cerca de 6,3
bilhdes de toneladas residuais desse material.> O aumento constante e significativo da quantidade de
materiais plasticos no meio ambiente se da em razdo da sua extensa utilizagdo, gerando uma
preocupacéo ecoldgica e econémica a nivel global, ja que parte do plastico descartado incorretamente
ndo é facilmente degradado e causa severos danos ao meio ambiente.> +

Muitas estratégias tém sido utilizadas para mitigar os impactos ambientais causados pela
poluicdo de plasticos, entre elas esta o desenvolvimento de polimeros biodegradaveis. Surgindo entdo
como uma alternativa promissora, a utilizagdo de microrganismos para realizar a biodegradacgéo desses
materiais.*

O presente projeto de pesquisa buscou estudar a degradacdo de um compdsito polimérico
formado por polietileno reciclado e residuos da industria de cacau brasileira, manufaturado pela empresa
Afinko — Solu¢des em polimeros, utilizando o fungo filamentoso Trichoderma harzianum, isolado durante
o estudo. Com o intuito de avaliar a biodegradac¢éo microbiana foi realizado ensaio mecéanico de tracéo,
para determinar o grau de degradacao do material. O estudo previu também a andlise dos metabdlitos
secundarios que sdo produzidos pelo fungo em consequéncia da biodegradacéo, utilizando-se da
técnica de espectrometria de massas de alta resolucdo. Dessa forma, nosso grande objetivo é
determinar o potencial de degradacdo do novo material polimérico pelo fungo, assim como estudar

possiveis moléculas que possam ter valor agregado e que sejam provenientes desta biodegradacao.
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2. METODOLOGIA:

2.1 Identificagcdo dos microrganismos: Houve o crescimento fungico na superficie de granulos
poliméricos armazenados na empresa Afinko. Esse fungo foi isolado e identificado como Trichoderma

harzianum pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA).

2.2 Estudos de biodegradacéo:
2.2.1 Cultivo em meio sélido: O material polimérico composto por uma matriz com 80% de polietileno
reforcado com 20% de carga vegetal da casca de cacau foi esterilizado em autoclave por 12 minutos

Figura 1: Estudo de biodegradacéo, para esterilizagdo dos materiais. Em seguida, o material, em formato de
controle polimérico e fungico

corpo de prova, foi submetido ao estudo de biodegradacdo por 60 dias
com o fungo Trichoderma harzianum em meio de cultivo Czapek. Para
comparacdo, foi realizado o controle polimérico, em que ndo houve o
crescimento fungico. Também foi realizado um controle apenas com o
: crescimento do fungo em meio de cultura Czapek para posterior

% Am_:'_ . ’A comparacao metabdlica. A figura 1 apresenta, de cima para baixo, o grupo
controle polimérico (auséncia do fungo), controle fungico (auséncia do polimero) e o estudo de
biodegradacéo. A figura 2 apresenta o fluxograma completo desse experimento.

Figura 2: Cultivo em meio s6lido com os corpos de prova. O estudo de biodegradacédo também foi
Ensalo de wacao r UPLCMS . 7 .

— = | realizado com o compoésito no formato de

>~ — e granulos. Para isso, partiu-se de 5 gramas de

60 dias na ncubadora Extragao com 30m de
em26°C 7 aceea e ulTassom por

Controle fungico | Anmin_

granulos  poliméricos, e avaliou-se a
biodegradacdo do material no periodo de 14 dias, como apresentado no fluxograma da figura 3. Para

efeito de comparacéo, foi realizado o experimento de controle fingico, em que 0 microrganismo cresceu

Figura 3: Cultivo em meio sélido com granulos poliméricos na auséncia do poll'mero. o propésito era

unicus demonstrar que 0s possiveis produtos eram
— =T ] . . ~ =
| apSdedce  Prpatodeamosraco provenientes da biodegradacdo e nédo do
Cuiltivo em meio T
solido . - .
uasnararas _ ewgocmaniee —— metabolismo fangico.

@ ulirassom por
Conerole fungico | A0min.

2.2.1 Cultivo em meio liquido: O cultivo também foi realizado utilizando 50 mL do meio liquido BD

(batata dextrose), partindo de 3 gramas de granulos poliméricos, também esterilizados em autoclave por

Figura 4: Cultivo em meio liquido com e sem agitagao. 12 minutos. O fluxograma da figura 4 apresenta o
e experimento, no qual foram realizados o controle
\ e W polimérico (auséncia do fungo), controle flingico

ovemigh, o
Cultivoam maio TR ET TELL T ) eSIHC0 Uzar O LTSSOM POt
liquido ] Anmin

O — (auséncia do polimero) e o estudo de
Controde linglco em2E°C

biodegradacéo. O cultivo foi realizado em duas
condicOes diferentes, a primeira mantida durante 14 dias na incubadora a 25°C e a segunda mantida

durante 14 dias em agitacdo a 120 RPM (rotacdes por minuto) e a 25°C.
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2.3 Preparo das amostras para determinacéo do potencial de biodegradacéo:

2.3.1 Cultivo em meio sélido: Os corpos de prova foram removidos, ao final dos 60 dias, e imersos em
alcool etilico 70% durante 15 minutos, com o intuito de eliminar o microrganismo remanescente na
superficie do material polimérico. Os extratos dos cultivos em meio solido foram preparados utilizando
30 mL de acetato de etila com agitacéo por 40 minutos em banho ultrassom. Posteriormente foi realizada
a filtracdo a vacuo e as amostras foram secas sob fluxo de nitrogénio. Em seguida, as amostras foram
filtradas em filtros PTFE 0.22 e submetidas a andlises de UPLC-MS.

2.3.2 Cultivo em meio liquido: Os extratos do cultivo em meio liquido foram preparados a partir de
duas extracoes liquido-liquido utilizando 50 mL acetato de etila. Por fim, todas as amostras foram

filtradas e secas sob fluxo de nitrogénio. Posteriormente, as amostras foram analisadas via UPLC-MS.

2.4 Anélises de desreplicacdo por UPLC-MS: Foram realizadas analises via cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas com ionizagéo por electrospray em um aparelho triplo-quadrupolo

Q executive com analisador orbitrap (MS/MS).

2.5 Ensaios mecanicos: Os polimeros, em formato de corpo de prova, foram enviados para a empresa

fornecedora para realizar o ensaio mecéanico de tracao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.2 Cultivo em meio sélido com granulos poliméricos:

Foi realizada a analise estatistica de componentes principais (PCA), utilizando o programa
MetaboAnalyst, para avaliar a inter-relacdo entre o nimero de variaveis através da combinacéo linear
dos dados originais, e o VIP Scores, uma medida da importancia de uma variavel na andlise
discriminante com calibragdo multivariada por minimos quadrados parciais (PLSDA). Os gréaficos 1 e 2
apresentam o PCA bidimensional (2D) e o PCA loadings, respectivamente. O grafico de PCA 2D indica

Grafico 1: PCA scores do Grafico 2: PCA loadings do 5 4
oD e e cultive em meio sdlido a alteragdo metabolica do fungo no estudo de

Scores Plot

biodegradacdo em comparacdo ao controle fungico

f | (CFS em vermelho) e o controle polimérico (CPS em
verde), uma vez que se encontram em regides
distintas do grafico. Observa-se que a intera¢cdo com

0 compasito polimérico modificou o metabolismo do

fungo quando comparado com o controle fungico
(crescimento sem a presenca do polimero). O PCA loadings, gréfico 2, apresenta a composi¢do das
componentes principais em relacéo as variaveis, portanto, exibindo as variaveis que sao dispares e que
indicam a modificacdo do processo metabdlico. A comparacdo entre os cromatogramas do estudo de

biodegradacéo e o controle fungico indicam o acimulo de alguns metabdlitos secundarios ou até mesmo
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a inducdo de compostos no experimento de biodegradacdo. Desta maneira, o préximo passo é a

Figla_lara 5: VIP scores do culivo em meio - tentativa de identificar essas variaveis e verificar se possuem
soliao.

3
%

importancia e valor agregado.

s
EEE A figura 5 apresenta o grafico de VIP scores com as 25
Eiﬁ | principais variaveis. O grafico demonstra a maior intensidade ou
" - . . N
g Unica presenca de uma variavel (High) comparando com os trés
iﬁi 1 grupos de amostra (controle polimérico (CPS), controle flngico
EE% (CFS) e estudo de biodegradacéo (ES)). O estudo visa identificar se

e & 2 a0 e e essas variaveis sdo produtos da biodegradagdo ou produtos

10 15 20 2.5 a0 35 4.0 4.8

VIP scores

advindos da interacéo fungo-polimero.

3.3. Cultivo em meio liquido: O cultivo em meio liquido mantido durante 14 dias na incubadora

apresentou pigmentagao verde nas amostras do estudo de biodegradacgéo (na presencga do polimero)

Figura 6: cultivo em meio
liqguido, da esquerda para

direita CPLE, CFLE € ELE.  figyra 6 evidencia essa disparidade, que pode potencialmente indicar uma

<310 -l

em relacdo as amostras do controle fungico (sem a presenca do polimero). A

“ " diferenca no processo metabolico na presenca do compésito. Os graficos 3 e 4
‘g expressam, respectivamente, as analises estatisticas de componentes
principais (PCA) bidimensional scores e loadings, que foram obtidas utilizando
0 programa MetaboAnalyst. Novamente o grafico de PCA 2D expressa a
disparidade do processo metabodlico do fungo, em razdo das amostras se encontrarem em regides
distintas, no qual, CPLE (em vermelho) é o controle polimérico, CFLE (em verde) é o controle flingico e

Grafico 3: PCA scores do  Grafico 4: PCA loadings do ELE (em azul) € o estudo de biodegradagéo, e o
cultivo em meio liquido estatico ~ Cultivo em meio liquido estatico

Scores Plot

PCA loadings as variaveis que séao dispares.

O gréfico da figura 6 é VIP Scores do cultivo em
meio liquido estatico com as 25 principais

variaveis que representam as fundamentais

: © - diferencas entre o controle polimérico (CPLE em

verde), controle fungico (CFLE em vermelho) e o

estudo de biodegradacéo (ELE em azul)

Figura 6 : VIP scores do meio liquido Por fim, o cultivo em meio liquido com agitagdo apresentou
esfét_ico S maior semelhanca com o controle fangico do que o cultivo sem
:-' = %EE agitacdo. O gréfico 5 apresenta a analise estatistica de componentes
: Hil 7 principais (PCA) tridimensional com ambos os cultivos liquidos, no

. 2 Egi qual, CPLA é o controle polimérico com agitacdo (azul escuro), CPLA

: iiﬁ ! & o controle fingico com agitagéo (vermelho) e ELA é o estudo de

: EE% biodegradacdo com agitagéo (rosa). O grafico também apresenta o

CPLE (azul ciano), CFLE (verde) e ELE (amarelo). Desta maneira, o

VIP stores
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Grafico 5: PCA 3D comparando ambos ~ estudo de biodegradagdo sem agitacdo possui maior disparidade do
os cultivos liquidos

seu controle comparado a condi¢do em agitacéo.

4. CONCLUSOES:

A interagéo entre o fungo Trichoderma Harzianum e o composito

"~ polimérico com p6 da casca do cacau apresentou diferencas

“ e significativas. As andlises estatisticas expressam uma disparidade no
processo metabdlico do fungo ao interagir com o compdsito.

* ) A identificacdo desses possiveis metabdlitos produzidos ou
inibidos ainda devem ser realizadas, assim como novos ensaios de tracdo para verificacdo do grau de
degradacdo do material, uma vez que os ensaios ndo foram bem-sucedidos. Além disso, o cultivo no
meio liquido estatico apresentou maiores disparidades no metabolismo flngico quando comparado com
o cultivo no meio liquido com agitacdo, desta forma, a maneira de cultivo influencia na interagéo fungo-
polimero.

Os primeiros ensaios de tragdo foram inconclusivos devido a grandes variagbes entre as

replicatas, sendo assim, novos ensaios deverao ser realizados.
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