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RESUMO GERAL

Esta pesquisa investiga a biodegradagao do acido polilactico (PLA) sob dois enfoques
complementares: a andlise critica das normas vigentes ¢ a avaliacdo experimental do
comportamento do 4cido polilactico (PLA) em condi¢des controladas. Em principio, €
analisada as limitagdes das normas ASTM de biodegradacdo, que se baseiam
majoritariamente na mineralizagdo do carbono e ndo contemplam etapas intermediarias
do processo, como a fragmentag¢ao do material e o possivel surgimento de microplasticos.
Essa lacuna normativa pode resultar na classificagdo de materiais como biodegradaveis
mesmo na presenca de residuos persistentes. Em seguida, a investigacdo experimental da
biodegradacdo de um produto comercial (escova dental) a base de poli (4cido latico)
(PLA), realizada com Pseudomonas aeruginosa em diferentes meios de cultura,
demonstrou que a degradagao ocorre de maneira lenta e incompleta, mesmo apos 180 dias
de incubacdo. A caracterizagdo quimica e morfoldgica indicou alteragdes superficiais do
polimero, enquanto a analise do residuo revelou a formagdo de particulas compativeis
com microplasticos ao longo dos testes. Conjuntamente, os resultados experimentais
corroboram as criticas apresentadas as normas de biodegradacdao, demonstrando que a
avaliagdo baseada exclusivamente na liberagdo de CO: ¢ insuficiente para descrever o
destino ambiental dos materiais. Consolidando a necessidade de abordagens
metodoldgicas complementares e revisdo dos critérios normativos, inserindo a
identificacao e quantificagdao de microplésticos, a fim de garantir avaliacdes mais realistas

e ambientalmente responsaveis da biodegradag¢ao de polimeros.

Palavras-chave: biodegradag¢do, Pseudomonas aeruginosa, microplédsticos, normas

ASTM, biopolimeros.



ABSTRACT

This work addresses the biodegradation of polymeric materials from two complementary
perspectives: a critical analysis of existing standards and an experimental evaluation of
the behavior of a biopolymer under controlled conditions. Initially, the limitations of
ASTM biodegradation standards are discussed, as they are predominantly based on
carbon mineralization and do not consider intermediate stages of the process, such as
material fragmentation and the potential formation of microplastics. This regulatory gap
may result in materials being classified as biodegradable even in the presence of persistent
polymeric residues. Subsequently, the experimental investigation of the biodegradation
of'a commercial product based on poly (lactic acid) (PLA), conducted with Pseudomonas
aeruginosa in different culture media, demonstrated that degradation occurs slowly and
incompletely, even after 180 days of incubation. Chemical and morphological
characterization indicated surface alterations of the polymer, while residue analysis
revealed the formation of particles compatible with microplastics throughout the process.
Taken together, the experimental results corroborate the critiques raised regarding
biodegradation standards, demonstrating that assessments based exclusively on CO:
release are insufficient to describe the environmental fate of materials. Therefore, this
work reinforces the need for complementary methodological approaches and for revising
normative criteria to incorporate the identification and quantification of microplastics,
ensuring more realistic and environmentally responsible evaluations of polymer

biodegradation.

Keywords: biodegradation, Pseudomonas aeruginosa, microplastics, ASTM standards,

biopolymers.
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1 INTRODUCAO GERAL

As normas de biodegradacao sao métodos padronizados utilizados para avaliar o grau
e a taxa de biodegradabilidade de plasticos biodegradaveis, sendo largamente aplicadas
em pesquisas académicas, processos regulatorios e certificacdes ambientais. Entre essas,
destacam-se os ensaios normativos da American Society for Testing and Materials
(ASTM), que constituem uma das principais referéncias internacionais. No entanto, uma
das limitagdes frequentemente associadas a esses métodos € o longo tempo necessario
para a realizagdo dos ensaios, que pode atingir at¢ 180 dias, além do fato de serem
conduzidos em condi¢des altamente controladas e em escala laboratorial, o que pode
limitar a representatividade ambiental dos resultados obtidos (Eubeler et al., 2009).

No presente estudo, a avaliacdo da biodegradagdo foi conduzida por meio da
técnica de respirometria, conforme as normas NBR 14283-99 e ASTM D5988-18, a partir
da quantificagdo da evolucdo de diéxido de carbono em meios de cultura M9, que ¢
considerado um meio bésico para a sobrevivéncia da Pseudomonas aeruginosa ¢ M9
suplementado com glicose. Os meios de cultura foram selecionados para efeito de
comparag¢do do perfil metabolico da P. aeruginosa (Shimpi et al., 2012).

As normas, ainda que, largamente utilizadas apresentam limita¢des quando
aplicadas a polimeros de base biotecnologica, como o poli (acido latico) (PLA), polimero
que pode apresentar resisténcia a biodegradacdo mesmo sob condi¢des controladas,
conforme relatado na literatura (Gu; Gu, 2005), explicando a resisténcia a degradagao do
material utilizado no ensaio.

A técnica de respirometria baseia-se na avaliagdo da mineralizacao do polimero,
ou seja, na etapa final do processo de biodegradacao, caracterizada pela conversao do
carbono orginico em CO:, CHs4 e H:0. As etapas intermedidrias que sdo altamente
relevantes, como a fragmentagao fisico-quimica e enzimatica do polimero em oligdmeros
e mondmeros, bem como a assimilacdo microbiana, ndo sao diretamente consideradas
(Lucas et al., 2008). Essa limitacdo metodoldgica ¢ significativa, pois tais etapas podem
estar associadas a formagao de particulas sélidas residuais, incluindo microplasticos, que
apresentam relevancia ambiental e ecotoxicoldgica.

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo discutir criticamente as
limitagdes das normas atuais de biodegradacao, considerando que, embora amplamente
utilizadas, essas metodologias nem sempre contemplam aspectos relacionados a

fragmentacdo do material e a possivel geracdo de residuos secundarios. No artigo 2,



busca-se avaliar o comportamento degradativo do PLA em diferentes condigdes
experimentais, especificamente nos meios M9 e M9 suplementado com glicose, a fim de
compreender como variagdes nutricionais podem influenciar o processo de
biodegradagao, utilizando P. aeruginosa.

Diante do exposto, foi analisado a formagao de microplasticos ao longo do ensaio,
campo de investigacdo ndo abordado pelas normas vigentes e que representa um desafio
relevante para a avaliagdo dos reais impactos ambientais de materiais poliméricos

classificados como biodegradaveis.

2 ARTIGO 1

Titulo: Limitacoes das normas ASTM de biodegradaciao na avaliacdo da formacio
de microplasticos
RESUMO
As normas da American Society for Testing and Materials (ASTM) sdo amplamente
utilizadas como referéncia internacional para avaliar a biodegradabilidade de materiais
poliméricos em pesquisas, certificagdes e processos regulatdrios. As normas, em sintese
baseiam-se na quantificacdo da mineraliza¢do do carbono do polimero, principalmente
por meio da liberagdo de didxido de carbono (CO-) e, em condigdes anaerdbias, também
de metano (CH4). Normas ASTM simulam diferentes ambientes, incluindo solo,
compostagem, ambiente marinho, aterros sanitarios e digestdo anaerdbia. Entretanto, o
foco quase exclusivo na mineralizacdo final desconsidera etapas intermedidrias da
biodegradacdo, como a fragmentacdo fisico-quimica e bioldgica dos polimeros e o
carbono incorporado a biomassa microbiana ndo ¢ contabilizado, o que pode levar a
subestimacao da degradacao real do material. As normas ASTM nao estabelecem critérios
padronizados para a identifica¢do, quantificagdo ou caracterizacdo de residuos solidos
remanescentes, incluindo particulas menores que 5 mm, atualmente classificadas como
microplasticos. Algumas normas reconhecem a possivel permanéncia de particulas apos
0 ensaio, essa avaliagdo ¢ majoritariamente visual e qualitativa, concluindo-se que o uso
isolado das normas ASTM pode resultar em interpretacdes otimistas, evidenciando a
necessidade de abordagens complementares voltadas a caracterizagdo de residuos e

microplésticos.

Palavras-chave: normas ASTM, fragmentos, certificacdes, mineralizagdo, biodegradavel
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2.1 INTRODUCAO

O crescente uso de materiais poliméricos, associado ao descarte inadequado e a baixa
taxa de degradacdao no ambiente, tem intensificado as discussdes sobre alternativas
consideradas ambientalmente mais sustentaveis, como os polimeros biodegradaveis.
Nesse contexto, normas técnicas de biodegradacao, especialmente aquelas desenvolvidas
pela American Society for Testing and Materials (ASTM), t€ém sido amplamente
utilizadas para classificar e certificar materiais como biodegradaveis, tanto em pesquisas
académicas quanto em processos regulatérios e de certificacdo ambiental. No entanto,
apesar de sua ampla adogdo, essas normas vém sendo questionadas quanto a sua
capacidade de representar de forma adequada o destino ambiental real dos materiais
testados (Silva et al., 2023).

De modo geral, os ensaios normativos de biodegradacdo baseiam-se
predominantemente na quantificagdo da mineralizagdo do carbono, por meio da liberagao
de dioxido de carbono (CO:) ou metano (CH4), dependendo das condi¢des do ensaio.
Embora esse parametro seja relevante, ele contempla apenas a etapa final do processo de
biodegradac¢do, desconsiderando etapas intermedidrias fundamentais, como a
fragmentacdo fisico-quimica e bioldgica do polimero. A auséncia de critérios normativos
para a identifica¢do, quantificagdo e caracterizacdo de residuos sélidos remanescentes
levanta preocupagdes quanto a possivel formagao e persisténcia de microplasticos durante
os ensaios de biodegradacao (Pires et al., 2022).

Os microplésticos tém sido reconhecidos como poluentes emergentes de elevado
impacto ambiental, uma vez que particulas menores que 5 mm ndo sdo eficientemente
retidas por sistemas convencionais de tratamento de 4gua e esgoto, alcancando ambientes
aquaticos e terrestres. Nessas matrizes, podem ser ingeridos por organismos, acumulando-
se ao longo da cadeia trofica e causando potenciais efeitos adversos fisicos, quimicos e
biologicos. Apesar da relevancia do tema, a formagao de microplésticos decorrente da
degradagdo de materiais rotulados como biodegradaveis permanece pouco explorada e,
em grande parte, negligenciada nos protocolos normativos atualmente vigentes (Ainali et
al., 2022).

Diante desse cenario, este trabalho aborda a biodegradacao de materiais poliméricos
sob duas perspectivas complementares. Primeiramente, ¢ realizada uma andlise critica das
normas ASTM de biodegradagao, discutindo suas limitagdes metodoldgicas e conceituais

frente a possivel formacao de microplasticos. Em seguida, avalia-se experimentalmente
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a biodegradagao de um produto comercial a base de poli (acido latico) (PLA), utilizando
Pseudomonas aeruginosa como microrganismo modelo, em diferentes condigdes
nutricionais. A integracdo entre analise normativa e evidéncias experimentais permite
discutir, de forma mais abrangente, o destino ambiental de polimeros biodegradaveis e
refor¢a a necessidade de abordagens metodologicas complementares as normas atuais,
visando avaliacdes mais realistas e ambientalmente responsaveis (Bubpachat;

Sombatsompop; Prapagdee, 2018).

2.2 REVISAO DE LITERATURA

2.2.1 Normas de biodegrada¢ao ASTM

Algumas organizagdes desenvolveram normas de biodegradagdo e compostagem
incluindo as defini¢des, os testes e as condi¢des necessarias para identificagdo dos
materiais:

* Associacao Brasileira de Normas Técnicas NBR

* American Society for Testing and Materials ASTM

* European Standardization Committee EN

* International Standards Organization ISO

» German Institute for Standardization DIN (Harrison ef al., 2018a).

Essas normas sao de dificil padronizagdo, pois dependem de diversos fatores. No
sentido de calcular a biodegradabilidade implementou-se variados métodos fisico-
quimicos, nos quais ndo estdo completamente padronizados, uma vez que, as interagdes
entre microrganismos e a area do polimero sdo processos complicados (Baidurah, 2022).

Atualmente ha diversas dificuldades em confirmar se alguns polimeros sao
biodegradaveis, para tanto sdo utilizados variados parametros de medigao:

e medi¢ao do consumo de O,

e método de analise de superficie,

e teste enzimatico,

e determinacgdo da perda de massa,

e Medi¢ao da produgao de CO,, entre outros métodos (Fechine; Ambrosio; Alves,
2011).

Os métodos de ensaio e as normas de biodegradacdo vigentes para certos ambientes
ndo abrangem a verificagdo de toxicidade de aditivos adicionados, ou mesmo levam em
consideragdo a formacdo de particulas chamadas atualmente de microplasticos,

questionar essas falhas ¢ uma premissa importantissima para se desenvolver novos
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padrdes de biodegradabilidade (Harrison et al., 2018b). Para compreender o panorama
atual desses padrdes, ¢ crucial mapear as normas existentes.
Foram identificadas 8 (oito) normas ASTM que abordam o tema biodegradacao,

descritas na tabela a seguir:

Tabela 1: Designagdo ASTM e seu titulo

Designacao Titulo
ASTM
D5338 “Determinagdo da biodegradac@o aerdbica de materiais plasticos sob condigdes

controladas de compostagem, incorporando temperaturas termofilicas”.

D5511 “Norma de teste para determinar a biodegradagdo anaerdbica de materiais plasticos
em condigdes de digestdo anaerdbica de sélidos”.

D5988 “Norma de teste para Determinagdo da Biodegradagdo Aerobica de Materiais
Plasticos no Solo”.

D6400 “Norma de especificagdo para rotulagem de plasticos projetados para compostagem
aerobica em instalacdes municipais ou industriais”.

D6691 “Norma de teste para determinar a biodegradagéo aerobia de materiais plasticos no
ambiente marinho por um consorcio microbiano definido ou indculo natural da dgua
do mar”.

D6954 “Guia normativo para exposicao e teste de plasticos que se degradam no ambiente por

uma combinag¢do de oxidagdo e biodegradacao”.

D7475 “Norma de teste padrdo para determinar a degradacdo aerdbica e a biodegradagio
anaerdbica de materiais plasticos em condigdes de aterro acelerado de biorreatores”.

D7991 “Norma de teste para determinar a biodegradagdo aerdbica de plasticos enterrados em
sedimentos marinhos arenosos em condig¢des controladas de laboratorio”.

Fonte: elaboragao propria

2.2.2 Avaliagdo dos métodos e critérios de biodegradagdo segundo as normas

Conforme sintetizado na tabela 2, as normas ASTM sdo empregadas para avaliar
a biodegradacdo de materiais poliméricos em diferentes condi¢cdes ambientais, variando-
se os critérios de validacdo dos ensaios, os parametros de monitoramento e os tipos de
meio. As metodologias aplicadas abrangem os sistemas aerobicos e anaerdbicos, bem
como em ecossistemas distintos, solo, composto, sedimento marinho e condigdes

simuladas de aterro.



Tabela 2: Comparacdo entre as normas ASTM para avaliacdo da biodegradacao de polimeros

13

Norma ASTM Tipo de biodegradagdo Meio / Condigao Meétodo de Temperatura / Tempo  Critérios e
quantificagéo observagdes
D5338-15 (R21) Aerdbica (compostagem) Composto ativo Liberagao de CO: ~45 dias (prorrogével) >70% celulose; aval.
(termofilico) visual e perda de
massa
D5511-18 Anaerdbica Alta carga de solidos CHa e CO2 37°C ou 52°C Uso de
metanogénicos; evitar
toxicidade
D5988-18 (R25) Aerobbica (solo) Solo CO: ou DBO Temperatura ambiente  Biodegradacdo no
solo
D6400-23 Aerdbica (compostavel)  Compostagem Perda de massa + 12 sem / até 180 dias ~ <10% residuo; sem
controlada biodegradagdo toxicidade
D6691-24 Aerobica (marinha) Meio marinho CO: 30°C; 10-90 dias Particulas ~25 um
D6954-24 Varias Etapas Ambiente controlado Fisico-quimica + Variavel Niveis: oxidagdo, bio,
biodegradagdo impacto
D7475-20 Aerdbica/Anaerdbica Aterro simulado CO2 e CH4 Variavel Avalia fragmentagdo
D7991-22 Aerdbica (marinho) Sedimento + 4guado  CO- Até 180 dias Validacdo com

mar

material referéncia

Fonte: autoria propria
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As metodologias contidas nas normas ASTM se baseiam em métodos
respirométrico, ou seja, na quantificacdo da evolucao do diéxido de carbono ao longo do
tempo em caso de ambientes aerdbicos ou metano em ambientes anaerdbicos utilizando
consorcios metanogénicos, como descritos nas normas ASTM D5338 e ASTM D5988
((ASTM INTERNATIONAL, 2015; ASTM INTERNATIONAL, 2018).

Contudo a norma ASTM D6954, ¢ mais abrangente, propondo uma abordagem
em niveis, englobando etapas de oxidagdo, biodegradagdo e avaliagdo de impactos
ecologicos, a norma ASTM D6400 estabelece critérios especificos para materiais
compostaveis, incluindo tempo de degradagdo, efeitos ecotoxicologicos e requisitos
relacionados a fragmentagdo (ASTM INTERNATIONAL, 2024; ASTM
INTERNATIONAL, 2023).

Aos ambientes simulados, destacam-se metodologias voltadas ao meio marinho,
como as normas ASTM D6691 e ASTM D7991, que utilizam microrganismos marinhos
e sedimentos como matriz experimental, enquanto a norma ASTM D7475 avalia a
degradagdo dos materiais em condigdes que simulam aterros sanitarios, tanto em
processos aerdbicos quanto em anaerdbicos (ASTM INTERNATIONAL, 2024; ASTM
INTERNATIONAL, 2022b).

Um aspecto relevante e comum para as diversas metodologias normatizadas para
biodegradacgao, reside na quantificagao do carbono mineralizado em dioxido de carbono
ou metano, omitindo-se a fracdo de carbono incorporada como biomassa microbiana.

As configuracdes experimentais dos ensaios sdo apresentadas na Figura 1 (1A,
IB, 1C e 1D), ilustrando a diversidade de sistemas utilizados para simular diferentes
condigdes ambientais e refor¢gando a complexidade envolvida na avaliagdo da

biodegradacao de materiais poliméricos.



Figura 1: Configura¢des experimentais dos ensaios

Figura 1A: Configuragdo usando aparelho de captura de CO, Figura 1B - Configuragdo do teste conforme norma ASTM D5511-

-.-.-o@-.
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(© = Scrubbing sokion 82 (OH), © © 3. Gas Outiet 7. Gas Dicharge
Fonte: Norma ASTM D5338-15 4. Gas Collector
Fonte: Norma ASTM D5511-18
Figura 1C : Aparelho de incubagdo em contato com o solo Figura 1D : C do do Aterro Acelerad

1 = Digestor.

4 2= Camara de incubagao.

5 3= Valvula de sobrepressao.
i 4 =Mandmetro.

5 = Septo.

4
NOTA 1 () SchugBo de haresdo de baso ou sclugho de Ndrwdo de potsso, (2 solo, G) 8gus ¢ K) daca porfumds =

Fonte: Norma ASTM D5988-18 Fonte: Norma ASTM D7475-20

w

Fonte: autoria propria

2.2.3 Formagao de microplésticos: uma lacuna conceitual

A discussdo sobre a formagdo de microplasticos ainda representa uma lacuna
conceitual nas normas de biodegradagdo de materiais poliméricos. A norma ASTM
D5338-15, por exemplo, prevé que, ao final da biodegradagdo, a avaliagdo fisica da
amostra seja feita de forma visual e qualitativa, descrevendo a decomposi¢ao do material.
Apesar de permitir a analise da perda de massa, ndo hd uma metodologia padronizada
para quantificar os fragmentos oriundos da degradagao, tampouco sua caracterizagao em
relacdo a formagdo de microplésticos (Da Silva et al., 2020b).

Na ASTM D 5511-18, o enfoque estd na evolugdo da biodegradagdo a partir da
medi¢do dos gases metano e dioxido de carbono, excluindo-se o carbono convertido em
biomassa celular. Embora calcule a porcentagem de biodegradacdo, a norma ndo discute
a geragdo de microplasticos (Payanthoth et al., 2024).

A norma ASTM D5988-18 foca na mineralizagdo do material pela acdo de
microrganismos do solo, analisada pela producao de dioxido de carbono, mas nao aborda
os residuos solidos que podem permanecer ap6és o processo. Enquanto a ASTM D6400-
23 avanga ao reconhecer que particulas inferiores a 2,0 mm podem permanecer ao final

da biodegradacao, sendo essas classificadas como microplasticos. Entretanto, limita-se a
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afirmar que a amostra nao deve ser visualmente perceptivel, o que ndo garante, de forma
cientifica, a auséncia de fragmentos microscépicos (Du; Xie; Wang, 2021).

De maneira semelhante, a ASTM D 6691-24, voltada para a biodegradagdo em
meio marinho, baseia-se na mineralizagdo do carbono em CO: como indicador de
degradacao. Contudo, nao estabelece critérios para avaliar a presenca de fragmentos
menores que 5 mm, tampouco propde metodologias para quantificacdo ou caracterizagao
dos residuos resultantes. A ASTM D6954-24, embora represente um avango ao
considerar a fragmentacdo fisica de filmes plésticos e recomendar o peneiramento como
método de avaliacdo, ndo define nem quantifica os microplasticos como uma categoria
especifica de residuo e ndo contempla os efeitos fisicos adversos tipicos desses
fragmentos, como a ingestao por organismos (Bacha et al., 2023).

A ASTM D 7475-20 também reconhece a fragmentagao ao prever, no nivel 1 de
degradacdo aerdbica, a estimativa da perda de propriedades fisicas do material testado.
Ainda assim, ndo classifica os fragmentos como microplasticos, nem estabelece requisitos
para caracteriza-los ou discutir seus impactos ambientais. Na mesma linha, a ASTM D
7991-22 busca apenas mensurar a porcentagem de carbono mineralizado,
desconsiderando a geracdo de fragmentos durante o processo de biodegradacdo. Essa
norma também ressalta que o carbono convertido em biomassa celular nao ¢
contabilizado, reforcando o enfoque exclusivo na mineralizagdo e deixando de lado a
problemadtica da formacao de microplasticos (Wei ef al., 2021).

A formagao de microplésticos durante a degradacdo ¢ um processo documentado
na literatura, mas ainda ndo considerado nas normas ASTM. O enfoque exclusivo na
mineralizacdo pode mascarar a existéncia de residuos persistentes. Dessa forma, um
material pode ser certificado como biodegraddvel mesmo que gere microplésticos durante
sua decomposi¢ao.

Os microplasticos tornaram-se poluentes emergentes, com potencial para gerar
grandes impactos ambientais, uma vez que os filtros das estagdes de tratamento de agua
e esgoto ndo retém particulas menores que 5 mm. Essas particulas acabam alcangando
mares e oceanos, onde sdo ingeridas e acumuladas por organismos aquaticos, podendo
atingir os niveis superiores da cadeia trofica (Carr; Liu; Tesoro, 2016).

No solo pode-se citar efeitos potencialmente prejudiciais: alteracdes fisicas,
impactos nas plantas devido a adicdo de aditivos quimicos e as alteracdes nos ciclos
biogeoquimicos. Como existem problemas criticos que necessitam de resolucdo, antes

dos estudos sobre os impactos da polui¢do por micropléasticos em ecossistemas aquaticos
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e terrestres sejam elucidados, € necessario elaborar metodologias precisas de detecgao,
sensiveis, de baixo custo e harmonizadas, bem como processamento de amostras de alto
rendimento (Rillig; Lehmann, 2020).

O relatorio da OCDE (Organizagdo para a Cooperagao e¢ Desenvolvimento
Economico), de 2021, enfatiza a relevancia de se padronizar os métodos referente a
gravidade das consequéncias negativas dos microplasticos no contexto de politicas de

mitigacao (“Policies to Reduce Microplastics Pollution in Water”, 2021).

2.3 METODOLOGIA

Para a realizagdo deste trabalho, foi conduzida uma pesquisa abrangente voltada a
identificacdo e analise de atos normativos, diretrizes ¢ recomendacdes nacionais €
internacionais relacionados a polui¢do por microplésticos e a biodegradacdo de materiais
poliméricos. O estudo incluiu uma revisao bibliografica realizada a partir de buscas em
bases de dados bibliograficos e na literatura cientifica, utilizando o Portal Periédico da
Capes e o Google Académico como plataformas de pesquisa, com foco em artigos
cientificos e relatorios técnicos que abordam a auséncia de critérios normativos
especificos para a avaliagdo de microplasticos gerados em processos de degradagao.

Além disso, foram consultadas publicagdes e documentos oficiais de organizagdes
internacionais, como a Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) e a Organizacdo para a
Cooperacdao e Desenvolvimento Econdmico (OCDE), que tém discutido estratégias
globais de mitigacao da poluigdo plastica.

Todos os materiais coletados foram examinados de forma critica e sistematizados,
buscando fornecer um panorama atualizado sobre as iniciativas regulatdrias e os desafios

ainda existentes para garantir a efetiva gestdo e reducao da polui¢do por microplasticos.

2.4 DISCUSSAO

2.4.1 Limitagdes das normas ASTM frente aos microplésticos

As normas ASTM de biodegradagdo apresentam uma lacuna conceitual
importante: elas s6 medem a mineraliza¢ao (CO: ou CH4), sem considerar o carbono que
¢ convertido em biomassa microbiana. Esse detalhe ¢ crucial, porque quando parte do

polimero vai para a biomassa, ele deixa de aparecer na forma de gas (Cerri ef al., 2025),
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ou seja, o resultado nao reflete toda a transformagao do material e, na pratica, ocorre uma
subestimagdo da taxa real de biodegradacao.

E essencial incorporar técnicas complementares & respirometria, como a analise
do residuo soélido via FTIR, microscopia eletronica de varredura, teste enzimatico,
permitindo identificar fragmentos microplasticos formados durante o processo
(Przygoda-Kus et al., 2025). A inclusdo dessas etapas traria maior robustez aos resultados
e alinharia as normas com as preocupagdes ambientais contemporaneas.

Outro ponto critico ¢ que as normas ndo esclarecem o destino da fracao nao
mineralizada. Essa parcela pode incluir biomassa celular, metabdlitos soltveis e
fragmentos poliméricos. No caso dos fragmentos, existe sim o risco de formagdo de
microplasticos, mas isso ndo ¢ avaliado nem monitorado dentro dos protocolos atuais.
Essa omissdo compromete a compreensdo global do processo e limita a deteccdo de
possiveis residuos persistentes no ambiente (Barbale et al., 2021).

Por isso, torna-se essencial a identificagdo, monitoramento e a quantificacdo dos
microplasticos durante e apds a biodegradagdo, s6 assim sera possivel construir normas
que realmente previnam a polui¢do por microplasticos.

Nesse cendrio, a ASTM D6954-18 se diferencia ao propor uma abordagem em
niveis — oxidacdo, biodegradagdo e avaliagdo ecotoxicologica. Embora ndo traga
métodos especificos para a quantificacdo de microplasticos, ela abre espago para uma
analise mais completa do destino dos residuos, representando um avango em relacdo as

demais normas existentes (Wei et al., 2021).

2.4.2 Propostas de aprimoramento normativo

Sugere-se que as normas de biodegradac¢do incluam, de forma obrigatdria, uma
etapa de filtragdo do meio apds a conclusdo dos testes, utilizando filtros de 0,45 pm ou
0,22 um, com o objetivo de reter possiveis fragmentos solidos resultantes do processo. O
material retido devera ser caracterizado por micro espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e/ou Raman, a fim de identificar sua composi¢do quimica
e confirmar a presenca de fragmentos poliméricos (Yang et al., 2023).

Recomenda-se, ainda, a quantificacio do percentual de massa residual
classificado como micropléstico (particulas com tamanho inferior a 5 mm) (Xu et al.,
2023).

As normas também deveriam prever a realizacdo de ensaios ecotoxicologicos

complementares, com organismos do solo ou aquaticos, para avaliar eventuais efeitos
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adversos causados pelos residuos formados, como por exemplo a utilizagao de zebrafish
(Véazquez; Rahman, 2021)

Por fim, propde-se que seja requerida a analise da composi¢do quimica dos
aditivos presentes nos materiais testados, de modo a avaliar sua influéncia na degradagao

e na formagao de fragmentos durante o processo (Chen et al., 2024).

2.4.3 Discussao socioambiental e politica

A auséncia de critérios normativos especificos para a detec¢do e quantificacdo de
microplasticos decorrentes de processos de biodegradagdo cria um cenario propicio para
praticas de greemwashing. Nesse contexto, empresas podem rotular produtos como
“biodegradéaveis” sem evidéncias cientificas que comprovem a degradacdo completa do
material e a auséncia de residuos micropldsticos no ambiente. Tal lacuna regulatoria
compromete a credibilidade das alega¢des ambientais, enfraquece a confianga do
consumidor e dificulta a efetiva transicdo para um modelo de produgdo e consumo
sustentaveis. Além disso, contraria os principios estabelecidos pelos Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), especialmente o ODS 12, que trata do consumo e
producdo responsaveis, e 0 ODS 14, voltado a conservacdo dos ecossistemas marinhos e

a reducdo da poluigdo por residuos plasticos (MacLennan; Catelle, 2025).

2.5 CONCLUSAO

As normas ASTM de biodegradagdo sdo amplamente utilizadas para avaliar
materiais poliméricos, porém apresentam limitacdes ao focarem predominantemente na
mineralizacdo do carbono. Essa abordagem desconsidera etapas intermediarias da
degradagdo, como a fragmentagdo do material e a possivel formag¢ao de microplasticos.
A auséncia de critérios normativos para a detec¢do e quantificagdo desses residuos pode
levar a interpretacOes excessivamente otimistas sobre o desempenho ambiental de
polimeros ditos biodegraddveis. Assim, evidencia-se a necessidade de aprimorar essas
normas, incorporando metodologias complementares que permitam uma avaliagdo mais

abrangente e ambientalmente realista da biodegradagao.
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3 ARTIGO 2

Titulo: Estudo da biodegradaciao do PLA em sistemas com Pseudomonas
aeruginosa: influéncia do meio de cultura e potencial geracao de microplasticos

RESUMO

O uso de polimeros biodegradaveis tem sido amplamente difundido como alternativa aos
plasticos convencionais, sendo o poli (dcido latico) (PLA) um dos materiais mais
utilizados em produtos comerciais. Neste estudo, avaliou-se a biodegradagdo de um
produto comercial a base de PLA, bem como a possivel formacao de microplésticos ao
longo do processo, em condi¢des laboratoriais controladas. A biodegradac¢do foi
conduzida utilizando Pseudomonas aeruginosa como microrganismo modelo, em dois
sistemas distintos: meio minimo M9, com o intuito de analisar o metabolismo da P,
aeruginosa utilizando apenas o polimero como fonte de carbono e meio M9 suplementado
com glicose. O acompanhamento do processo foi realizado por respirometria, com
quantificagdo da liberagdo de dioxido de carbono (CO:) ao longo de 180 dias. A
caracteriza¢do quimica do material foi efetuada por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), permitindo avaliar alteragdes estruturais do polimero
antes e apos a incubacdo. Para a investigacdo da forma¢do de microplasticos, aliquotas
periddicas dos meios de cultura foram filtradas em membranas de 0,22 pm e analisadas
por estereomicroscopio. Os resultados indicaram que a biodegradacao do PLA ocorreu de
forma lenta em ambos os meios de cultivo, com maior atividade metabolica observada
nos sistemas suplementados com glicose. As analises por FTIR evidenciaram alteragdes
quimicas localizadas na superficie do polimero, compativeis com processos de hidrdlise
e fragmentagdo parcial das cadeias poliméricas, sem completa mineralizagdo do material.
Além disso, a presenca de particulas solidas compativeis com microplasticos foi
observada nas amostras filtradas ao longo do experimento. Os resultados demonstram
que, mesmo em condi¢des controladas, a biodegradacdo do PLA pode resultar na
formacdo de fragmentos poliméricos persistentes, ressaltando a importancia de avaliar o

comportamento desses materiais em diferentes sistemas biologicos.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, FTIR, microplasticos, biopolimeros, meio de

cultivo
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3.1 INTRODUCAO

A crescente utilizacdo de polimeros biodegradaveis tem sido amplamente
associada a redugdo dos impactos ambientais causados pelos plasticos convencionais.
Entre esses materiais, o poli (acido latico) (PLA) destaca-se por sua origem renovavel,
ampla aplicagdo comercial e recorrente classificagdo como alternativa ambientalmente
sustentavel. No entanto, a biodegradacdao efetiva do PLA ainda apresenta resultados
inconsistentes, especialmente quando avaliada sob condigdes laboratoriais padronizadas
(Shalem; Yehezkeli; Fishman, 2024).

A biodegradagdo do PLA ocorre por meio de uma sequéncia de etapas que inclui
a fragmentacgdo fisico-quimica e fragmentacdo por hidrdlise por catalizagdo enzimatica
das cadeias poliméricas, a formag¢do de oligdbmeros e mondmeros, a assimilacdo
microbiana e, por fim, a mineralizacdo. Evidéncias experimentais indicam que o PLA
pode apresentar elevada resisténcia a degradacdo completa, mesmo sob condigdes
controladas, favorecendo processos de fragmentag¢do sem conversdo total em CO- dentro
do periodo experimental estabelecido pelas normas, alguns autores citam que o PLA leva
de seis meses a dois anos para degradar, dependendo das condigdes (Ali et al., 2023).

Nesse contexto, fatores como a atividade microbiana e a disponibilidade de
nutrientes no meio de cultivo exercem influéncia direta sobre o comportamento
degradativo do PLA. Microrganismos como Pseudomonas aeruginosa destacam-se pela
versatilidade metabolica, podendo atuar de forma diferenciada na degradagao do material
conforme as condigdes experimentais. Além disso, a fragmentacdo do PLA pode resultar
na formagdo de particulas de microplésticos, cuja geragdo ndo ¢ sistematicamente
considerada nos critérios normativos de avaliagdo da biodegradagdo (Boonluksiri;
Prapagdee; Sombatsompop, 2021).

Diante desse cenario, o presente estudo teve como objetivo avaliar a biodegradacao
de um produto comercial em PLA em sistemas laboratoriais contendo Pseudomonas
aeruginosa, utilizando meios de cultura M9 e M9 suplementado com glicose, com base
nas normas NBR 14283-1999 e ASTM D5988-18 (com adaptagdes). A partir da analise
da liberacdo de CO: e da caracterizacdo do material ao longo do ensaio, busca-se
compreender a influéncia das condi¢des nutricionais no processo de biodegradacao e

discutir as limitacdes das metodologias normativas frente a fragmentacdo do PLA.
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3.2 REVISAO DE LITERATURA

3.2.1 Polimeros

A palavra “polimero” vem do grego poli (muitos) e mero (unidade de repeti¢do),
ou seja, um polimero ¢ uma macromolécula formada por dezenas ou até milhares de
unidades repetidas — os chamados meros — ligados entre si por ligagdes covalentes. A
matéria-prima usada para produzir um polimero ¢ o monomero, que € uma molécula com
apenas uma dessas unidades. Dependendo da estrutura quimica do mondomero, do
tamanho médio das cadeias e do tipo de ligagdo covalente, os polimeros podem ser
classificados em trés grandes grupos: plasticos, borrachas e fibras (Canevarolo, 2002).

Desde as décadas de 1930 e 1940, a comercializagdo dos pléasticos vem
aumentando gradativamente, devido ao seu valor acessivel e grande disponibilidade, os
polimeros vém sendo introduzidos em nosso cotidiano. No entanto, ainda que a utilizacdo
do pléstico traga beneficios, a manuten¢do ineficaz dos residuos solidos, apds sua
utilizagdo, tem provocado o descarte irregular, observado em todo o planeta Terra.
Aproximadamente de 4,8 a 12,7 milhdes de toneladas de lixo contendo plasticos foram
despejados em oceanos, acarretando impactos ambientais de proporgdes gigantescas
(Silva et al. 2021 apud Jambeck et al. 2015).

O descarte inadequado de grandes volumes de materiais poliméricos fez a
sociedade repensar o impacto ambiental causado por esses residuos que ndo se degradam
facilmente. Apesar de a reciclagem ter se consolidado como uma importante industria,
ainda existem limitagdes, principalmente quando se trata de tecnologias economicamente
viaveis e sustentaveis para certos tipos de polimeros (Tiago et al., 2023).

Uma preocupacgdo que vem crescendo no mundo todo ¢ o descarte incorreto de
grandes quantidades de polimeros nao biodegraddveis. Com o tempo, esses materiais
acabam sofrendo acdo do intemperismo e da luz solar, se fragmentando em pequenas

particulas conhecidas como microplésticos (Yang et al., 2024).

3.2.2 Microplasticos

A primeira abordagem cientifica sobre a presenca de residuos de tamanho infimo
em ambientes marinhos ocorreu na década de 1970. Os plasticos descartados no meio
ambiente sofrem diversos processos de degradacdo fisica, quimica e bioldgica,

fragmentando-se em particulas menores ao longo do tempo. Em 2004, os residuos
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plasticos de dimensdes reduzidas passaram a ser denominados microplasticos, termo
aceito pela comunidade cientifica até os dias atuais (P. Olivatto et al., 2018).

Os microplasticos sdo classificados em primarios, produzidos intencionalmente
pela industria, como pellets e microesferas, e secundarios, originados da fragmentagao de
materiais plasticos maiores, sendo geralmente definidos como particulas com tamanho
inferior a 5 mm, conforme recomendagdo estabelecida em workshop internacional
promovido pela NOAA (Oberbeckmann; Labrenz, 2020).

Pesquisas t€ém demonstrado que microplasticos podem ser ingeridos por peixes,
invertebrados e microrganismos, favorecendo sua transferéncia ao longo das cadeias
troéficas. Em organismos aquaticos, esses materiais podem se acumular em tecidos e
provocar efeitos toxicos. Evidéncias recentes também indicam a presenga de
microplasticos em amostras humanas, embora os impactos a saiide ainda estejam em
investigacdo (Rochman et al., 2013).

A ingestdo de particulas plasticas por organismos marinhos, incluindo tartarugas,
peixes, mamiferos marinhos e aves, tem sido associada a efeitos adversos como redugdo
da ingestdo alimentar, estresse fisioldgico e, em casos mais graves, mortalidade, sendo
que para microplasticos esses efeitos ocorrem predominantemente de forma indireta
(Browne et al., 2008).

Além dos oceanos, microplasticos sdo encontrados em ambientes agricolas,
urbanos e em sistemas de 4gua doce, como rios e lagos, devido a sua ampla utilizagdo e
facilidade de dispersdo. O pequeno tamanho dessas particulas favorece sua ingestao por
organismos terrestres e aquaticos, podendo causar efeitos adversos a saude ao longo do
tempo. A transferéncia ao longo da cadeia alimentar sugere uma potencial via de
exposi¢do humana, tema que tem sido amplamente discutido na literatura cientifica
(Horton et al., 2017).

Estudos sugerem que a exposi¢do humana a microplasticos, por ingestdo ou
inalacdo, pode estar associada a efeitos adversos a saude, especialmente no sistema
respiratdrio, embora as evidéncias disponiveis ainda ndo permitam estabelecer relagdes
causais diretas (Prata, 2018).

Enquanto os efeitos adversos dos microplésticos em ambientes marinhos sao
amplamente estudados, o ecossistema terrestre permanece menos explorado, havendo
lacunas significativas quanto aos impactos da contaminagao do solo por essas particulas

(De Souza Machado et al., 2018). Microplasticos podem persistir, acumular-se e alterar
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propriedades fisicas e bioldgicas do solo, potencialmente afetando o desempenho ¢ a

diversidade biologica dos ecossistemas terrestres (Rillig, 2012).

3.2.3 Biodegradagdo de Polimeros

O plastico tem sido utilizado de forma crescente em diversos setores, devido ao
seu baixo custo, versatilidade de aplicacdo e propriedades fisico-quimicas favoraveis.
Como consequéncia desse uso intensivo, houve um aumento significativo no descarte de
residuos plasticos no meio ambiente. Com o objetivo de reduzir a persisténcia desses
materiais, diferentes processos de tratamento tém sido investigados, dentre eles a
biodegrada¢ao (Franchetti; Marconato, 20006).

A biodegradacdo envolve diferentes microrganismos, como bactérias e fungos,
sendo um processo complexo que depende de vérios fatores. Uma das etapas ¢ a formacao
de biofilmes, onde os microrganismos colonizam a superficie dos materiais de origem
polimérica, esses microrganismos secretam enzimas que agem como catalisadores,
promovendo a hidrdlise e rompendo as ligagdes quimicas das cadeias poliméricas,
fragmentando o material em moléculas menores. Somente entdo esses fragmentos podem
ser absorvidos e utilizados como fonte de energia e nutrientes (Tauk, 1990).

Para que esse processo ocorra de maneira eficiente, ¢ fundamental que as
condi¢cdes ambientais sejam favoraveis, incluindo temperatura, pH, umidade e
disponibilidade de oxigénio, dependendo se a biodegradacdo ocorre em ambiente aerdbio
ou anaerdbio (Tauk, 1990).

A biodegradabilidade dos polimeros também ¢ influenciada por caracteristicas
intrinsecas do material, como o carater hidrofilico e o grau de cristalinidade. Polimeros
semicristalinos tendem a restringir a acessibilidade dos microrganismos as cadeias
poliméricas, fazendo com que a degradacao ocorra preferencialmente nas regidoes amorfas
(Bastiole, 2005).

A velocidade de fragmentacdao de um polimero biodegraddvel no ambiente estd
diretamente relacionada a fatores como a temperatura. Alguns polimeros classificados
como biodegradaveis ndo apresentam degradacdo significativa em ambientes naturais,
como a agua do mar, exigindo condigdes especificas, como temperaturas elevadas, em
torno de 50 °C, ou ambientes controlados de compostagem para que o processo ocorra de

forma eficiente (Wang et al., 2021).
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Estudos demonstram, por exemplo, que sacolas plasticas biodegradaveis podem
manter suas propriedades mecanicas mesmo apos longos periodos de exposi¢do as
intempéries, permanecendo funcionalmente intactas apos até trés anos em ambientes
marinhos ou terrestres, o que evidencia as limitagdes da biodegradacdo em condigdes

ambientais naturais (Napper; Thompson, 2019).

3.2.4 Biodegradagio do Acido Polilatico (PLA)

O 4cido polilatico (PLA) ¢ um biopolimero obtido a partir de fontes renovaveis,
como milho, trigo e arroz, amplamente utilizado devido as suas propriedades mecanicas,
biocompatibilidade e potencial de compostabilidade. O PLA ¢ classificado como um
material compostavel e biodegradavel sob condi¢des especificas, além de ser amplamente
empregado em aplicagdes biomédicas por apresentar boa compatibilidade com tecidos
humanos em contextos controlados (Rajeshkumar et al., 2021) . Em funcdo dessas
caracteristicas, o PLA tem sido considerado uma alternativa ambientalmente mais
favoravel aos polimeros de origem petroquimica, o que tem impulsionado seu
consumo(Ali et al., 2023a).

Apesar de ser classificado como biodegradavel, o PLA requer condigdes
especificas de compostagem industrial para que sua degradagao ocorra de forma eficiente,
incluindo temperaturas elevadas (aproximadamente 58—80 °C), elevada umidade e a
presenga de microrganismos termofilicos. Em ambientes naturais ou quando misturado a
outros residuos, sua biodegradacdo ¢ significativamente limitada, o que torna esse
processo controverso do ponto de vista ambiental (Ainali ef al., 2022).

Em condigdes controladas de compostagem industrial, o PLA pode ser
completamente mineralizado, sendo por isso considerado biodegradavel. No entanto,
quando comparado a outros polimeros biodegradaveis, como PHA, PCL, PBS, PBAT ¢ a
celulose, o PLA apresenta taxas de degradacdo substancialmente mais lentas em
condigdes ambientais naturais (McKeown; Jones, 2020). Fora do ambiente ideal de
compostagem, sua biodegradacdo ¢ bastante restrita, estimando-se que, em aterros
sanitarios, apenas cerca de 1% do PLA seja degradado ap6s um periodo de cem anos,
evidenciando sua persisténcia ambiental (Mistry et al., 2022).

Além disso, estudos recentes t€ém mostrado que microplasticos de PLA podem
causar efeitos negativos em niveis bioldgicos, como por exemplo estudos realizados com

Daphnia Magna observando-se reduc¢do na reproducdo em comparacao ao controle,


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=QO71dX

29

reforgando a importancia de avaliar ndo apenas sua biodegradabilidade, mas também seu
comportamento e impacto real em ambientes naturais (Mistry et al., 2022).

A biodegradagdo do PLA por microrganismos ocorre em etapas sequenciais,
envolvendo inicialmente processos abioticos, como hidrolise, seguidos pela agdo
biologica mediada por enzimas extracelulares capazes de fragmentar o polimero em
unidades menores assimilaveis pelas células (Shalem; Yehezkeli; Fishman, 2024).

Devido a elevada massa molecular e a baixa solubilidade do PLA, essa degradagao
ocorre predominantemente na superficie do material, apos a colonizagdao microbiana e
formagdo de biofilme. As principais enzimas envolvidas na degradagdo do PLA
pertencem ao grupo das hidrolases, com destaque para esterases, lipases e cutinases, que
catalisam a hidrolise das ligagdes éster da cadeia polimérica, resultando na liberagdo de
oligdmeros e monomeros de acido latico (Shalem; Yehezkeli; Fishman, 2024).

Esses produtos de menor massa molar podem ser transportados para o interior das
células microbianas, onde sdo metabolizados e convertidos em biomassa celular, dioxido
de carbono, 4agua e, em condi¢des anaerobias, metano (Shalem; Yehezkeli; Fishman,
2024).

No ambiente natural, a decomposi¢ao do PLA pode ser influenciada por processos
como oxidacado, fotolise, degradagdo térmica, hidrolise e agcdo bioldgica ou enzimatica,
embora essas vias sejam geralmente lentas e pouco eficientes fora de condigdes
controladas (Madhavan Nampoothiri; Nair; John, 2010). Estudos em ambientes aquaticos
demonstraram a baixa biodegradabilidade do PLA ao longo de periodos prolongados,
como observado em experimentos conduzidos durante 365 dias (Bagheri et al., 2017).

Avancos recentes na compreensao dos mecanismos bioquimicos da biodegradagao
do PLA tém identificado microrganismos capazes de promover sua degradagdo parcial,
especialmente espécies bacterianas como Pseudomonas sp., Pseudomonas chlororaphis,
Pseudomonas aeruginosa e Rhodopseudomonas palustris (Qi; Ren; Wang, 2017).

Cepas de Pseudomonas aeruginosa, em particular, demonstraram capacidade de
formar biofilmes densos na superficie do polimero e produzir enzimas do tipo esterase,
favorecendo a hidrodlise das ligacdes éster do PLA e promovendo sua degradacdo
superficial em condi¢des ambientais (Shalem; Yehezkeli; Fishman, 2024). A bactéria
Pseudomonas aeruginosa produz a enzima esterase, como representado na figura 2 (Noor

et al.,2020).
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Figura 2: Despolimerizagao do PLA por microrganismos
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Fonte: Autoria propria

3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Equipamentos e Instrumentagdo

Os experimentos foram conduzidos utilizando balanca de precisdo (Gehaka,
AG200, Brasil), incubadora bacterioldgica (Ethik Technology, Incubadora Shaker 430,
Brasil), espectrofotometro UV-Vis (Hach, DR 5000, USA), espectrometro de
infravermelho por transformada de Fourier — FTIR (Cary 630 (Agilent), EUA),
estereomicroscopio (LEICA S8 APO, Alemanha), capela de fluxo laminar (AmbiKontrol
—TOPFLOW 1000, Brasil) e centrifuga (Eppendorf, Centrifuge 5430 R, Alemanha).

3.3.2 Preparacdo dos materiais

Conforme a Figura 3, foi adquirida uma escova de dentes de cor amarela em uma
drogaria localizada na cidade de Sorocaba/SP. De acordo com as informagdes do roétulo,
a parte polimérica do produto ¢ composta por 100% de 4cido polilatico (PLA), além de

conter 6leo de mamona, arame de latdo e pigmento atoxico em sua formulagao.
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Figura 3: Escova dental em PLA

I

Fonte: Autoria propria

Antes do inicio do experimento, foi realizada espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) em uma amostra da escova dental. Para a preparacdo da
amostra, a escova odontoldgica foi cortada no sentido longitudinal com o auxilio de um
arco de serra manual e de uma morsa para melhor fixacdo. Apods o corte, a amostra foi
lixada para a remocdo de residuos plasticos e, em seguida, cortada em fragmentos
menores. O tamanho das amostras foi padronizado com o uso de um paquimetro, seguido
de nova etapa de lixamento, conforme ilustrado na Figura 4. Por fim, as amostras foram

pesadas em balanga de precisao e submetidas a limpeza com alcool etilico.

J
Yivd
Fonte: Autoria propria

Os valores de massa, comprimento e biometros das amostras encontram-se apresentados
na Tabela 2.

Tabela 2: Massa e comprimento das amostras em PLA

Amostra  Massa Comprimento Bidmetro
(8) (mm)
1 1,3627 29,98 Gl
2 1,2126 28,95 M2
3 1,5734 30,27 M3
4 1,4502 29,88 G3
5 1,3843 31,16 M1
6 1,3672 29,49 G2
Total 8,3504 179,73 -

Fonte: Autoria propria
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Os biometros foram montados utilizando-se doze Erlenmeyers de 250 mL e doze
tubos Falcon de 50 mL, destinados a coleta do CO.. Para a captura do didéxido de carbono,
foram realizados orificios e vedada a conexao entre o Erlenmeyer e o tubo Falcon com

fita de politetrafluoretileno (PTFE), conforme representado na Figura 5.

Figura 5: Bidbmetro

AT
Fonte: autoria propria
3.3.3 Metodologia Experimental

Preparou-se dois meios de cultura liquidos, M9 (meio de cultura minimo) e M9
suplementado com glicose, esse meio ¢ considerado um dos mais utilizados para o
crescimento de bactérias (Soma et al., 2023, Satti et al., 2017).

O teste tem duracdo tedrica de seis meses (180 dias), em razdo disso, os meios
foram preparados em concentragdes cinco vezes maiores €, posteriormente, diluidos até
a concentragdo de uso (1x). Foram separados 500 ml para o meio M9 com adigdo de
glicose e 500 ml para o meio sem glicose, pesando-se os seguintes reagentes:

Foram dissolvidos os sais fosfato dissodico (Na;HPO4.12H>0) 85,4827g, Fosfato
de potéassio monobasico (KH2PO4) 15,0002g, Cloreto de sodio (NaCl) 2,5221 g e Cloreto
de amonio (NH4Cl) 5,0015g em 800 ml de agua destilada, mediu-se o pH = 7,0 e ajustou-
se o volume para 1L; ap6s a dissolucdo dos sais, autoclavou-se a solucao por 15 minutos
em temperatura igual a 120° C e pressdao de 1 atm., guardando-as em temperatura
ambiente até resfriamento. Os sais Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSQO4.7H>0)
24,6000g e Cloreto de calcio (CaCl2.2H»0) 14,7504¢ , foram diluidos em 100 ml de agua
destilada, autoclavados e guardados em temperatura ambiente (Soma et al., 2023).

Para a preparacdo do meio M9 (1x), a solucao concentrada (5x) foi dividida em
dois frascos reagentes de 500 ml. No primeiro, adicionaram-se glicose, cloreto de calcio
di-hidratado e sulfato de magnésio penta-hidratado. No segundo frasco volumétrico,

repetiu-se 0 mesmo procedimento, adicionando a glicose, observar a figura 6 contendo os
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meios ¢ a diferenca na tonalidade, provavelmente devido a oxidagdo da glicose (Shimpi

etal., 2012).

Figura 6: Diferencas na tonalidade entre os meios M9 e M9 com glicose

Fonte: Autoria propria

3.3.4 Plaqueamento da Pseudomonas aeruginosa

Foi realizado o plaqueamento do microrganismo Pseudomonas aeruginosa, a
partir da cepa de referéncia ATCC 9027. Para isso, foram utilizadas cinco placas de Petri
contendo meio de cultura agar nutriente, as quais foram semeadas com a cepa
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, conforme ilustrado na Figura 7 (Shimpi et al.,
2012b).

Apoés a semeadura, as placas foram fechadas e seladas parcialmente com fita
adesiva, a fim de evitar contaminac¢do externa, permitindo, entretanto, a adequada troca
gasosa. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacteriologica, na posi¢do
invertida, para evitar a condensa¢ao de agua sobre o meio de cultura, a uma temperatura

de 35,2 °C, por um periodo de 24 horas (Blankinship, 2022).

Figura 7: Plaqueamento da Pseudomonas aeruginosa

Fonte: Autoria propria

Para a confec¢do dos inodculos os microrganismos cultivados nas placas de Petri

foram transferidos para frascos Erlenmeyer contendo 40 mL de caldo nutriente
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previamente preparado, sendo entdo incubados em estufa bacterioldgica por 24 horas, a
fim de promover a multiplicagdo bacteriana (Jo et al., 2025).

Apos esse periodo, o meio de cultura foi transferido para tubos Falcon de 50 mL
e submetido a centrifugacgdo, a temperatura ambiente, a 7.280 rpm por 10 minutos, para a
separacao do pellet microbiano (Zhang et al., 2018; Norouzy; Zabihihesari; Rezai, 2024).

O sedimento microbiano obtido foi ressuspendido em solugdo salina estéril
contendo 9 g/L de cloreto de sodio (0,9% m/v). A padronizagdo da suspensao bacteriana
foi realizada por meio da aferi¢ao da absorbancia em espectrofotometro UV-Vis, a 600
nm, obtendo-se valor de 0,996. Em seguida, foram realizadas dilui¢des seriadas até 107¢,
1077, 10% e 107°, sendo a contagem das Unidades Formadoras de Colénia (UFC) realizada
pelo método Pour Plate (Da Silva et al., 2020a).

Na dilui¢ao 107°, as colonias foram contadas apds 48 horas de incubagdo,
resultando em 248 UFC. A sequéncia operacional do procedimento experimental

encontra-se esquematizada na Figura 8 (Pedersen et al., 2021).

Figura 8: Representacdo esquematica da sequéncia operacional
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Fonte: Autoria propria
3.3.5 Biodegradagdo em cultura de Pseudomonas aeruginosa

Baseou-se nas normas NBR 14283-99 e ASTM DS5988-18, para analisar a
biodegradacao do &cido polilatico (PLA) e aferir a evolugdo do didxido de carbono, com
a finalidade de investigar a formacao de microplasticos a partir de produtos vendidos em

estabelecimentos comerciais, para tal foram utilizados bidmetros (figura 5), em
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alternativa aos respirometros de Bartha, indicados na norma NBR 14283-99 (Li; Frey;
Browning, 2010).

Foram adicionados 27,5 ml de meio M9 com e sem glicose (meio minimo) em
cada bidometro, os quais foram autoclavados para esterilizacdo do meio. Foi adicionado
in6culo previamente padronizado na propor¢do de 10%.

Aos biometros foram adicionados pedagos da amostra da escova dental,
previamente pesados e esterilizados por radiacao ultravioleta (UV) em cabine de fluxo
laminar, com o objetivo de evitar contaminacdes. Foi acondicionado em cada biometro
um tubo falcon de 50 ml, adicionando-se a cada um 10 ml de hidréxido de potassio de
concentragdo 0,2N, vedando cada bidmetro com politetrafluoretileno e mantidos em
estufa a uma temperatura de 35°C, até a liberacdo do dioxido de carbono (CO>) dos
bidmetros que contém as amostras se igualarem ao controle, encerando o teste (Mello et
al., 2007).

Quando a quantidade liberada de dioxido de carbono da amostra e do controle se
igualam, sinaliza que houve degrada¢ado integral da amostra ou inativacdo completa dos

microrganismo (Rose et al., 2020).

3.3.6 Titulagdo e quantifica¢do do dioxido de carbono

A titulacdo foi realizada de acordo com o procedimento ilustrado na Figura 9, que
apresenta, de forma esquematica, as etapas do processo, facilitando a compreensao da

metodologia adotada.

Figura 9: Esquema da titulagdo e quantificagdo do diéxido de carbono
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Fonte: autoria propria
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O volume de 4cido cloridrico gasto na titulacao foi utilizado para realizar o calculo
da massa de COx(g), para tal fim foi utilizada a equacdo 1 que consta na Norma NBR

14283-99.

CO: emitido = (A - B) x 50 x fHCI x 0,044 Equacao 1

Em que:
A: volume de HCI gasto para titular o branco (ml)
B: volume de HCI gasto para titular o tratamento ou controle (ml)

frci: fator de corregdo da solugao HCI

A quantidade de CO:(g) emitida, expressa em mol, foi determinada conforme a
Equacio 2, considerando-se a massa molar do CO2(g) igual a 44 g-mol™!, obtida a partir

das massas atomicas dos elementos constituintes.

CO: emitido(mol) = m/MM Equacgao 2

Em que:
m: massa de CO; emitida (g)
MM: massa molar do CO»

Para o célculo de CO2 (g) liquido da biodegradacdo do material, foi utilizada a
equagdo 3:

CO: biodegradagdao = CO: experimento - CO: controle Equacao 3

O valor € corrigido para representar apenas o diéxido de carbono proveniente da
degradacdo do material, retirando-se o COx(g) gerado da respiragdo natural da
Pseudomonas aeruginosa , conforme recomendado nas normas ASTM D5988-18 (Rose
et al.,2020).

Estatisticamente calculou-se o desvio-padrao conforme a equagdo 4.

erliqui do — ﬁ't [ SD&‘}:[JE—‘I imento ) - { "S-Dt:ourrolt-' ) 2
Equacao 4

3.3.7 Anélise da formagao de microplasticos
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Apos o inicio da biodegradagao, retirou-se aliquotas de quinze em quinze dias dos
dois meios, acondicionando-as em tubos falcon de 50 ml, antes da filtragao acrescentou-
se 3 ml de agua sanitdria para inativagdo dos microrganismos (Bruguera-Casamada et al.,
2017).

Os tubos foram colocados no shaker a 150 rpm a uma temperatura de 37°C por
24h, com a finalidade de dissolver os sais que precipitaram no meio M9, como verificado
nas imagens obtidas pelo estereomicroscopio.

Em seguida, os meios de cultura foram filtrados em membrana filtro de 0,22 um ,
utilizando-se 4gua milli-Q filtrada trés vezes, em uma capela de fluxo laminar para evitar
contaminagdo, em seguida as membranas foram analisados no estereomicroscopio, para

a detecgdo dos microplasticos (Zhao et al., 2014, Mohamed Nor; Obbard, 2014).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Caracterizacao quimica do PLA por FTIR

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
empregada para confirmar a identidade quimica do material estudado e avaliar alteracdes
estruturais do polidcido latico (PLA) apds 180 dias de incubagdo em diferentes meios
bidticos, os quais apresentam atividade biologica devido a presenga de microrganismos
capazes de interagir com o material polimérico.

A 1dentidade quimica do material foi confirmada por FTIR, cujo espectro do PLA
original € apresentado na Figura 10A, enquanto o espectro ap6s 180 dias de incubagdo ¢

mostrado na Figura 10B.
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Figura 10: Espectros de FTIR do PLA (escova dental): (A) PLA original e (B) PLA apds 180 dias de
incubagdo em meio bidtico.
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Fonte: Autoria propria

O espectro do PLA original (Figura 10A) apresentou bandas caracteristicas do
polimero, incluindo estiramentos C—Hs em ~2993-2994 cm™, a banda intensa de
carbonila (C=0) em ~1748 cm™, deformag¢des dos grupos metila entre 1356—1449 cm™
e estiramentos C-O e C—O-C entre 1271-1039 cm™, confirmando a composi¢dao do
material conforme descrito na literatura (SILVERSTEIN et al, 2005).

A Figura 11 foi incluida com o objetivo de permitir a comparagao entre as funcoes
organicas identificadas por meio da técnica de FTIR, oferecendo uma visualizacdo mais

clara das diferencas e semelhancas observadas.

Figura 11: Férmula molecular do acido polilactico (PLA)
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Fonte: Autoria propria

Apos o periodo de biodegradagao (Figura 10B), os espectros de FTIR mantiveram
os grupos quimicos tipicos do PLA, indicando preservacao da identidade quimica do
polimero. Entretanto, alteragdes sutis na intensidade e no perfil de bandas especificas

sugerem a ocorréncia de processos degradativos localizados. Para melhor visualizagdo
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dessas modificagdes, recortes ampliados do espectro degradado sdo apresentados na

Figura 12, antes da anélise as amostras foram secas em estufa a uma temperatura de 45°C

por 24h. (Koperska et al., 2014).

Figura 12: Recorte do espectro de FTIR das amostras degradadas

Fonte: autoria propria

O aumento da absorbancia na regido entre 3500-3000 cm™, associada ao
estiramento O—H, foi observado nas amostras incubadas em ambos os meios, indicando
a ocorréncia de alteracdes quimicas superficiais dependentes das condi¢des de incubagao.
Esse comportamento ¢ compativel com a possivel formacao de grupos hidroxila terminais
decorrentes de clivagem parcial das ligagdes éster do PLA, bem como com a adsor¢ado de
agua na superficie do material. Esses achados sugerem a ocorréncia de processos de
hidrolise, que podem estar relacionados as condi¢des de incubagdo e, potencialmente, a
atividade microbiana (Farah; Anderson; Langer, 2016).

A banda de carbonila (C=0), situada entre 1750—1700 cm™, apresentou aumento
de absorbancia ap6s a incubagdo. Essa regido ¢ caracteristica das ligagdes éster presentes
na estrutura do PLA. A literatura descreve que, nos estdgios iniciais e intermediarios da
degradacdo, podem ocorrer processos de clivagem de cadeia, com formagdo de grupos
terminais, como acidos carboxilicos e hidroxilas, que alteram o ambiente quimico das
carbonilas remanescentes (Farah; Anderson; Langer, 2016). A intensificacdo observada

pode estar relacionada a modificag¢des estruturais superficiais decorrentes da degradagao,
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incluindo mudangas no estado quimico das carbonilas e possiveis reorganizacoes
moleculares. Entretanto, com base exclusivamente na analise de FTIR, ndo ¢ possivel
confirmar o mecanismo responsavel por essas alteragdes.

Alteracdes adicionais foram observadas na regido de 1450 cm™ (C—CHzs) e entre
1200-1000 cm™ (C—O-C), sugerindo modificagdes na organizacao molecular ¢ na
distribuicdo dos ambientes quimicos dessas liga¢des. A hidrolise das ligacdes éster do
PLA ocorre preferencialmente nas regides amorfas do polimero, onde as cadeias
apresentam maior acessibilidade a dgua e aos microrganismos, enquanto as regioes
cristalinas tendem a permanecer relativamente preservadas. Considerando que a anélise
por FTIR, especialmente no modo ATR, ¢ predominantemente superficial, as alteragdes
observadas refletem modificagdes nas cadeias presentes na interface material-meio.

Embora parte das ligacdes éster possa ser clivada durante o processo de
degradacdo, uma fracdo significativa da estrutura polimérica permanece intacta, o que
justifica a manutencdo das bandas associadas ao grupo C—O-C, também integrante da
funcdo éster. A intensifica¢ao dessas bandas ap6s a incubagao pode estar relacionada ndo
necessariamente ao aumento da quantidade desses grupos quimicos, mas a mudangas na
mobilidade e no arranjo das cadeias superficiais remanescentes, que, ao se tornarem
menos compactadas, podem apresentar variagdes na intensidade ou no alargamento das
bandas espectrais (Aldhafeeri; Alotaibi; Barry, 2022). Esses resultados sugerem que a
biodegradacdo do PLA ndo ocorre de forma homogénea, mas envolve processos
localizados de clivagem em regides mais suscetiveis, acompanhados de reorganizacao
estrutural do material remanescente.

Na regido de 1420 cm™! que correspondem as vibragdes de deformagio simétricas
e assimétricas dos grupos metila C-CHj3, observa-se que a amostra inicial apresenta bandas
bem definidas (figura 10A), enquanto nas amostras degradadas nota-se diminui¢do da
intensidade nessa regido (figura 12 C). Para o PLA degradado em meio M9, verifica-se
intensidade maior do que em meio M9 com glicose e leve alargamento da banda,
associado a cisdo de cadeias. Ja a amostra degradada em M9 com glicose apresenta menor
intensificagdo , o que sugere que a presenca de glicose pode ter favorecido interagdes
adicionais, seja pelo estimulo da atividade microbiana, seja pela competicdo de suas

hidroxilas com fragmentos de PLA degradado (Braun; Dorgan; Dec, 2006).

3.4.2 Analise quantitativa dos espectros de FTIR



41

Para avaliar quantitativamente as alteragdes espectrais, as intensidades das
principais bandas de FTIR foram normalizadas pela banda de referéncia em 1451 cm™
(C—CHs), e a largura a meia altura (FWHM) foi calculada como indicativo de
homogeneidade estrutural, os resultados sdo apresentados nas Figuras 13 a 17.

As intensidades normalizadas das principais bandas de FTIR sao apresentadas na

Figura 13, permitindo a compara¢@o quantitativa entre os meios de incubagao.

Figura 13: Boxplots das intensidades de absorbancia normalizadas das principais bandas de FTIR do PLA
apos incubacdo em meio M9 e M9 suplementado com glicose.
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A analise do boxplot indicou varia¢des na intensidade (figura 13) dos principais
grupos funcionais do PLA em fun¢do do meio de cultivo bacteriano. De modo geral, as
amostras incubadas em meio M9 apresentaram maior dispersao e tendéncia a intensidades
mais elevadas nas bandas associadas aos grupos C—CHs, C=0 e OH, enquanto o meio M9
suplementado com glicose apresentou valores mais baixos e homogéneos. Essas
diferencas sugerem maior exposi¢ao ou modificacdo de grupos funcionais do polimero
na auséncia de uma fonte externa de carbono facilmente assimilavel, possivelmente
associada a processos de hidrolise e alteragdes superficiais da estrutura do PLA (Oliveira
etal., 2022).

As bandas referentes as ligacdes éster (C—O—C) apresentaram comportamento
mais uniforme no meio M9 e maior variabilidade no meio suplementado com glicose,
indicando que a disponibilidade de glicose pode influenciar o modo de interacdo

microbiana com o polimero. Em conjunto, os resultados sugerem que a suplementagao
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do meio pode reduzir as alteragdes quimicas detectaveis no PLA ao longo do ensaio. Uma
possivel explicagdo para esse comportamento ¢ que a glicose, por constituir uma fonte de
carbono mais facilmente assimilavel que o PLA, possa ter direcionado o metabolismo
microbiano preferencialmente para seu consumo, reduzindo a necessidade de produgao
de enzimas envolvidas na degradacdo do polimero. Esse efeito, amplamente descrito
como repressdo catabolica, pode resultar em menor intensidade de processos degradativos
sobre o PLA na presenga de glicose (Lors; Leleux; Park, 2025).

A intensidade relativa dos grupos funcionais, normalizada pela banda de

referéncia em 1451 cm™, ¢ apresentada na Figura 14.

Figura 14. Intensidade relativa dos principais grupos funcionais do PLA apds 180 dias de incubagio,
normalizada pela banda C—CHs (1451 cm™).
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A analise estatistica das intensidades normalizadas ndo indicou diferencgas
estatisticamente significativas entre os meios M9 e M9 suplementado com glicose para
as bandas associadas aos grupos C=0 e C-O-C (p > 0,05). Esse resultado sugere a
auséncia de degradagdo quimica extensiva e uniforme do polimero ao longo do periodo
experimental. Em contraste, a banda associada aos grupos hidroxila (O—H) apresentou
maior dispersao no meio M9, refletida por heterogeneidade significativa das variancias,
indicando alteracdes quimicas localizadas na superficie do material (Ghazali; Azhar,
2023).

A largura a meia altura (FWHM) das principais bandas de FTIR ¢ apresentada na

Figura 15, como indicativo da homogeneidade estrutural do polimero.



Figura 15: Largura a meia altura (FWHM) das principais bandas de FTIR do PLA original e apos

incubagdo em meio M9 e M9 suplementado com glicose.
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Legenda: As intensidades e larguras a meia altura foram expressas em unidades arbitrarias (u.a.), uma
vez que os valores foram utilizados exclusivamente para comparagdo relativa entre os tratamentos, apos

normalizagdo dos espectros

A analise da FWHM corroborou esses achados, uma vez que as bandas associadas

as ligacdes éster e aos grupos metila apresentaram valores médios semelhantes entre os

tratamentos, enquanto a regido de O—H exibiu larguras elevadas, compativeis com a

sobreposi¢do de interagdes por ligagdes de hidrogénio. Esses resultados indicam que a

biodegradacdo do PLA, nas condi¢des avaliadas, promove modificagdes estruturais

pontuais, sem induzir desordem quimica generalizada na matriz polimérica (Ghazali,

Azhar, 2023).

3.4.3 Indice de cristalinidade relativa

O indice de cristalinidade relativa (Is21/loss), (figura 16) foi utilizado para

investigar possiveis alteragdes na organizagao estrutural do PLA apds a incubagao biotica.

Figura 16: Indice de cristalinidade relativa (Is21/Ioss) do PLA original e apos 180 dias de incubagdo em

meio M9 e M9 suplementado com glicose.
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As amostras incubadas nos meios M9 e M9 suplementado com glicose

apresentaram valores médios numericamente elevados ao do PLA original, sugerindo

uma tendéncia de aumento da cristalinidade relativa. Esse comportamento é consistente

com a degradagdo preferencial da fase amorfa do polimero, que pode favorecer a

reorganizagdo das cadeias remanescentes em dominios mais ordenados. No entanto, a

analise estatistica (ANOVA, p > 0,05) indicou que essas diferencas ndo foram

significativas, evidenciando que as alteragdes na cristalinidade ocorreram de forma

limitada e heterogénea (Yan et al., 2023).

3.4.4 Andlise multivariada (FTIR-PCA)

A analise multivariada por PCA dos espectros de FTIR ¢ apresentada na Figura

17, evidenciando padroes globais de alteracao quimica do PLA.

Figura 17: Analise de Componentes Principais (PCA) dos espectros de FTIR do PLA apds incubagdo em
meio M9 e M9 suplementado com glicose.
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A Andlise de Componentes Principais (PCA) aplicada aos dados de FTIR permitiu

integrar as informagdes espectrais e avaliar padrdes globais de alteracdo quimica do PLA.
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Os dois primeiros componentes principais explicaram conjuntamente 97,3% da variancia
total dos dados (PC1 = 78,1%; PC2 = 19,2%), indicando elevada representatividade do
modelo.

O grafico de escores revelou uma separagao clara entre as amostras incubadas em
meio M9 e aquelas incubadas em meio M9 suplementado com glicose. As amostras do
meio M9 apresentaram maior dispersdo no espago multivariado, refletindo uma resposta
quimica mais heterogénea, enquanto as amostras suplementadas com glicose formaram
um cluster mais coeso. A projecao dos vetores de carga indicou que essa diferenciacdo foi
fortemente influenciada pelas bandas associadas aos grupos O—H, C=0 e C—O-C (Leroy
etal.,2017).

A maior dispersdo observada no meio M9 estd de acordo com os resultados da
analise univariada, que indicaram heterogeneidade significativa na banda O—H. Esses
achados sugerem que, na auséncia de uma fonte de carbono prontamente assimilavel, a
interagdo microbiana com o PLA ocorre de forma menos uniforme, promovendo

alteragdes quimicas localizadas na superficie do polimero (Leroy ef al., 2017).
3.4.5 Alteragdes Morfologicas

Alteragdes morfoldgicas na superficie do PLA ap6s o periodo de incubagdo sio

ilustradas na Figura 18.

Figura 18. Aspecto superficial do PLA apds 180 dias de incubagdo: (A) meio M9 suplementado com
glicose e (B) meio M9 sem suplementagao.

Fonte: autoria propria

A morfologia apresentada na Figura (22A e 22B) contribui para demonstrar que,

mesmo em condigdes controladas, o PLA pode passar por um processo de degradagdo
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que envolve descontinuidade superficial, potenciais microfraturas e regides de fragilidade
estrutural, elementos relevantes para a compreensao da dindmica da biodegradagao e suas
implicagdes ambientais.

As manchas esbranquicadas observadas, de formato circular e distribuidas de
maneira irregular, apontam para um processo de degradacao superficial caracterizado por
microerosdes localizadas. Esse padrao ¢ consistente com o ataque inicial promovido pela
hidrolise do PLA, seguida da atuagdo de microrganismos presentes no meio M9,
especialmente em condigdes em que a disponibilidade de carbono impulsiona a atividade
metabolica.

Heterogeneidade da superficie — marcada por variagdes de opacidade e perda de
uniformidade — sugere que o polimero ndo estd sofrendo uma degradagdo homogénea,
mas sim um processo segmentado, concentrado em pontos mais suscetiveis. Essa
caracteristica reforca a discussdo apresentada neste trabalho sobre a natureza realista da
biodegradagdo: ao contrario do que pressupdem algumas normas, o processo nao ocorre
de forma continua e perfeitamente distribuida, e sim através de falhas locais que podem

evoluir para destacamento de fragmentos (Wang et al., 2023).

3.4.6 Resultados de Respirometria

Os resultados de respirometria referem-se a degradagao do PLA por Pseudomonas
aeruginosa em meio M9 e em meio M9 suplementado com glicose.
A Figura 19 apresenta o comportamento da biodegradacio no sistema

suplementado.

Figura 19: Analise da biodegradag@o por Pseudomonas aeruginosa em meio M9 suplementado com
glicose
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Evidenciando que o processo tem inicio ja na primeira semana do experimento,
conforme indicado pela diferenga entre a massa de dioxido de carbono liberada no
controle e aquela proveniente da amostra. O CO»(g) liquido foi calculado a partir da
Equacao 3 (Koperska et al., 2014).

A figura 20, demonstra como a Pseudomonas aeruginosa se comporta em relagao

a degradacdo do PLA em um meio restrito em termos de nutrientes.

Figura 20: Eficécia da biodegradacdo utilizando Pseudomonas aeruginosa em meio M9
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Nesse caso, a producao diferenciada de CO2(g) entre controle e amostra tornou-se
evidente a partir da segunda semana de incubagdo, indicando um periodo inicial de
adaptag@o microbiana ao uso do PLA como fonte de carbono. Esse comportamento esta
de acordo com dados descritos na literatura, que indicam que, em meios minimos, a
degradacao do PLA ocorre de forma progressiva e depende do tempo necessario para o
estabelecimento do crescimento microbiano e da despolimerizagdo inicial do material
(Shimpi et al., 2012). E esperado que Pseudomonas aeruginosa apresente uma resposta
metabolica mais lenta em meio M9, em funcdo da auséncia de fontes de carbono
prontamente assimildveis.

A Figura 21 apresenta a comparacao da eficiéncia da biodegradacao nos diferentes

meios analisados, evidenciando o comportamento de Pseudomonas aeruginosa.

Figura 21: Avaliacdo da biodegradagdo por P. acruginosa em meio M9 suplementado com glicose e M9
sem suplementagao
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O monitoramento da producdo de didxido de carbono ao longo de 23 semanas
evidenciou que a suplementacdo com glicose elevou significativamente a producdo
acumulada de CO., resultando em valores 9,59 mg superiores aos observados no meio
mineral puro (p < 0,001). A andlise de variancia (Two-Way ANOVA) indicou que o tipo
de sistema, o tempo de incubagdo € a interagao entre ambos exerceram efeitos
significativos sobre a mineralizacdo do carbono (p < 0,001). O teste de Tukey revelou
que, no meio mineral (M9), a diferenga entre Amostra e Controle ndo foi estatisticamente
significativa (p = 0,257). Em contraste, nos sistemas suplementados com glicose, a
presenca do PLA promoveu um incremento adicional significativo de 3,62 mg de didxido
de carbono em relagdo ao respectivo controle (p < 0,001). Esse padrdo ¢ compativel com
um possivel mecanismo de co-metabolismo, no qual a disponibilidade de uma fonte de
carbono facilmente assimilavel pode fornecer a energia necessaria para sustentar a
colonizacdo microbiana e a subsequente clivagem das cadeias poliméricas do PLA pela

P. aeruginosa (White et al., 2021).

3.4.7 Integragao entre FTIR e respirometria

Os resultados de respirometria indicaram maior produgdo total de CO: nos
sistemas suplementados com glicose, refletindo aumento da atividade metabdlica
microbiana. No entanto, essa maior mineralizacao global do carbono ndo se traduziu em
alteragcdes quimicas mais intensas no PLA detectadas por FTIR. Essa aparente dissociagao
entre os resultados de respirometria ¢ FTIR evidencia que a produgdo de CO: estd
majoritariamente associada ao metabolismo da fonte de carbono facilmente assimilavel,

no caso a glicose, e ndo necessariamente a degradacao direta do polimero.



49

Enquanto a respirometria fornece informagdes sobre a atividade metabolica global
do sistema, o FTIR permite avaliar especificamente a integridade quimica do PLA. A
combinagdo dessas técnicas indica que, nas condi¢des avaliadas, a biodegradagdo do PLA
ocorre de forma lenta e localizada, promovendo fragmentacao superficial e formagao de
espécies intermediarias, sem mineralizacao significativa do polimero.

Esses resultados reforgam a hipotese de que processos de biodegradacdo do PLA
podem resultar na formag¢do de microfragmentos com manutencao parcial da identidade
quimica do material, destacando a importancia de abordagens complementares para a

avaliacdo ambiental de polimeros biodegradaveis.

3.4.8 Eficiéncia da biodegradagao

A temperatura durante os ensaios de biodegradacdo foi mantida em 35 °C + 2 °C,
conforme estabelecido nas normas NBR 14283-99 e ASTM D5988-18, sendo considerada
adequada para preservar a atividade enzimatica da P. aeruginosa (Noor et al., 2020).

Alguns autores destacam que a temperatura pode atuar como fator limitante na
degradacdo do PLA, uma vez que o processo ¢ significativamente acelerado sob
condi¢des termofilicas, frequentemente encontradas em sistemas de compostagem
industrial. No entanto, o polimero ndo depende exclusivamente dessas condi¢des para
degradar, mas apresenta maior suscetibilidade a hidrdlise quando submetido a
temperaturas proximas ou superiores a sua temperatura de transicdo vitrea (Tg),
geralmente situada entre 55-65 °C. Acima da Tg, o aumento da mobilidade das cadeias
poliméricas favorece a difusdo de dgua e a clivagem das ligagdes éster, intensificando o
processo degradativo. Por esse motivo, emprega-se frequentemente a denominagao
“biodegradavel e compostavel”, indicando que sua degradacdo ocorre de forma mais
eficiente em ambientes controlados de compostagem (Satti et al., 2017).

Durante o periodo de degradagdao da escova dental, confeccionada com &4cido
polilatico (PLA), os graficos evidenciam uma biodegradacdo lenta e pouco expressiva,
provavelmente em funcdo das condigdes de temperatura do experimento e do fato de se
tratar de um material comercial que contém aditivos em sua composi¢ado. Estudos recentes
demonstram que polimeros com a adi¢do de aditivos apresentam maior resisténcia ao

processo de degradacdo (Ali ef al., 2023).
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3.4.9 Formacao de Microplasticos

Analisou-se a formacdo de microplasticos durante a degradacdo do &cido
polilatico por meio da coleta de aliquotas do meio de cultura a cada quinze dias. As
primeiras amostras foram avaliadas sob estereomicroscOpio para varredura visual.
Observou-se a presenca de pequenos fragmentos solidos, de coloragdo amarela
semelhante a da escova dental utilizada como substrato, com morfologia irregular e
dimensdes compativeis com a faixa de microplasticos. Esses fragmentos foram
detectados nas amostras incubadas com PLA, sugerindo a ocorréncia de fragmentacao
fisica do material ao longo do ensaio (Konig Kardgar et al., 2023).

A Figura 22 apresenta particulas retidas nas membranas apds 180 dias de
biodegradacdo, observados em estereomicroscopio. As particulas identificadas exibem
morfologias e coloragdes variadas, incluindo fragmentos irregulares, particulas opacas e
transliicidas, predominantemente nas tonalidades amarela e esbranquigada, com
dimensodes inferiores a 0,2 mm, conforme indicado pela barra de escala. A
heterogeneidade de forma e tamanho sugere processos de fragmentacdo do material
polimérico ao longo do ensaio, evidenciando que, embora tenha ocorrido degradagao,
houve a formagdo de particulas microscopicas remanescentes (Weinstein et al., 2020).

Esses resultados refor¢am a importancia de considerar a geragao de microplasticos
como um parametro relevante na avaliacio da biodegradacdo de polimeros,

especialmente em ensaios de longa duragao.

Figura 22: Microplésticos formados pela acdo de Pseudomonas aeruginosa na degradacdo do PLA

Fonte: autoria propria
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3.5 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que a biodegrada¢ao do PLA ocorreu de forma lenta nas
condig¢des avaliadas, mesmo em meio suplementado, € que a adi¢ao de glicose aumentou
a producao de CO:, sem, contudo, promover diferencas significativas na formagao de
particulas com caracteristicas compativeis com microplasticos. Esses achados indicam
que a mineralizagdo do carbono ndo implica necessariamente degradagao completa do
material, evidenciando a persisténcia de fragmentos poliméricos ao longo do ensaio.

Nesse contexto, destaca-se a necessidade de ampliar os critérios de avaliacdo da
biodegradabilidade, uma vez que normas como a ASTM D5988 priorizam a quantificag@o
de CO: como indicador principal, sem contemplar de forma sistemadtica a investigagcdo da

formagao e permanéncia de microplasticos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1. Comparacdo de médias (Teste t) e homogeneidade de variancia (Teste de Levene) das bandas
de absorcao de infravermelho (FTIR) do PLA apds 180 dias de biodegradagao.

Grupo M9_média_DP M9_Glicose_média_DP p_Levene p_Teste_t
OH 0.008 +0.009 0.005 + 0.007 0.0178 0.11565
CO 0.005 £ 0.005 0.002 +0.003 0.8586 0.39577

C_CH3 0.059 +£0.048 0.05 £ 0.044 0.2331 0.32226

cocC 0.024 £ 0.016 0.021 £0.018 0.7040 0.61789

Os dados foram normalizados pelo método Min-Max (0 a 1). As médias foram comparadas pelo Teste t de
Student ou Teste de Welch, dependendo da homogeneidade das varidncias (Teste de Levene, a = 0,05).

Tabela 2: indice de Cristalinidade Relativa do PLA (I_921/I_955)

Tratamento Média Desvio Padrao (+) n
PLA Original 0,797 - 1

M9 Puro 0,859 0,034 10

M09 + Glicose 0,882 0,041 10

Tabela 3. Intensidade relativa e largura a meia altura (FWHM) dos principais grupos funcionais do PLA
original e apos tratamentos bidticos.

Banda Grupo M¢dia Intensidade SD Intensidade M¢dia FWHM SD FWHM
M9 + Glicose 1 0 29,26 3,293
M9 Puro 1 0 28,514 4,974
C-CH3 PLA Original 1 NA 37,273 NA
M9 + Glicose 2,766 0,179 202,208 8,708
M9 Puro 2,907 0,251 200,158 8,157
C-0-C PLA Original 2,1 NA 193,822 NA
M9 + Glicose 2,172 0,303 47,896 6,92
M9 Puro 2,109 0,204 47,151 6,277
C=0 PLA Original 1,96 NA 41,001 NA
M9 + Glicose 0,315 0,189 489,027 20,267
M9 Puro 0,312 0,257 496,481 3,536
OH PLA Original 0,103 NA 497,6 NA

Nota: Valores médios de intensidade normalizada e largura a meia altura (FWHM) para os principais
grupos funcionais do PLA original e submetido aos meios M9 e M9 com Glicose. Valores expressos como
média + desvio padrdo (n=10). As intensidades foram normalizadas pela banda em 1452 cm™ (C-CH3)
em. u.a. = unidades arbitrdrias.
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Tabela 4: Produgio média acumulada de diéxido de carbono (CO,) expressa em miligramas

Semana Glicose Amostra Glicose Controle M9 Puro Amostra M9 Puro Controle
1 26.7+£0.14 25.3+£0.52 14.7+£2.21 14.3+£1.04
2 28.35+0.21 27.87+0.12 155+ 1.18 13.57+ 1.62
3 26.1£1.98 25.03+1.58 17.73+ 1.42 15.83+ 1.46
4 22.3+1.13 22.17+0.25 13.47+1.38 12.13+ 1.46
5 24.3+1.98 22.97+0.12 17.8£5.55 16.27+6.2
6 31.75+ 1.34 30.5+0.56 23.4+1.75 21.33+3
7 32.6+2.11 31.27+ 0.59 1427+ 1.62 12.69+3.37
8 252+ 1.7 22.87+0.99 16.33+1.27 14.07+ 2.75
9 26.95+ 1.48 24.43+1.34 16.2+2.03 15.33£2.5
10 27.85+1.48 26.07+ 0.47 18.13+ 1.79 16.87+2.92
11 24.4+ 1.84 224+1.25 17.2+1.55 16.27+1.92
12 28.9+1.98 26.9+1.25 18.2+1.71 15.48+ 6.54
13 23.1+£2.26 23.03+1.16 14.3£0.36 12.27+1.86
14 26.7+1.84 24.1+1.41 18.2+0.5 15.47+3.12
15 22.15+1.63 21.47+ 1.46 13.47+0.76 15.47+3.12
16 24.95+ 1.63 23.1+1.39 1470 14.3+2.08
17 26.35+ 1.63 24.83+0.92 18.27+2.01 15.87+2.83
18 22.75+1.77 21.23+0.83 12.3+1.41 11.25+ 1.47
19 23+ 1.84 21.1+1.18 13.53+ 0.59 12.3+£2.21
20 24.4+2.12 21.93+0.45 13.87£ 0.6 14.2+0.26
21 24.5+1.27 22.93+0.96 14.6+0.69 14.57£0.12
22 23.8+0.71 23.97+0.58 15.17+0.45 15.13+0.21
23 26.45+ 1.48 24.6+ 1.05 16.43+ 0.29 15.73+£0.15

Legenda: Os valores representam a média aritmética acompanhada do respectivo desvio-padrao (+ DP)

das triplicatas experimentais.

e Glicose Amostra: Meio mineral M9 suplementado com glicose e inoculado com a microbiota
teste.

e Glicose Controle: Meio mineral M9 suplementado com glicose, sem indculo (controle abidtico).

e M9 Puro Amostra: Meio mineral M9 (sem fonte de carbono externa) inoculado.

e M9 Puro Controle: Meio mineral M9 sem indculo.

Nota: Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha indicam diferen¢a estatistica significativa

pelo teste de Tukey (p < 0,05). As observagoes ausentes no grupo Gl (Glicose) foram tratadas via
exclusdo listwise na andlise de varidncia.

Metodologia Estatistica

Os dados de producao de CO: foram submetidos a Andlise de Variancia bifatorial

(Two-Way ANOVA) para avaliar a influéncia dos fatores Sistema (M9 puro e M9

suplementado com glicose) e Tempo (23 semanas de incubagdo), bem como a interagao

entre esses fatores. A normalidade dos residuos foi verificada por meio do teste de
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Shapiro—Wilk. A comparacao multipla das médias entre os grupos experimentais foi
realizada utilizando o teste post-hoc de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%
(a=0,05). Todas as analises estatisticas e a elaboragdo dos graficos foram conduzidas no

ambiente computacional R (versdo 4.x), com o auxilio dos pacotes tidyverse e stats.



