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Resumo do projeto:

O aumento drastico no consumo de plasticos nao
tem sido acompanhado pelo desenvolvimento de
procedimentos de descarte adequado. O acumulo de
lixo plastico nos mares representa um Sério
problema ambiental enfrentado pela sociedade
atualmente. A capacidade de larvas de insetos em
consumir e biodegradar plasticos tem despertado o
interesse da comunidade cientifica e ndo cientifical
dada a implicacdo como alternativa biotecnolégical
promissora a para biodegradacdo de plésticos.
Galleria  mellonella e Tenebrio molitor sdo as
espécies mais estudadas para esse fim, e sao
capazes de biodegradar diversos tipos de plasticos a|
taxas muito superiores quando comparadas aquelas
ja descritas para microrganismos. Até o momento, 0S|
estudos relacionados a este tema concentram-se em
pesquisas basicas e sugerem a aplicacdo das larvas
de insetos como agentes de biodegradacédo. A

presente  proposta trata do  planejamento,




desenvolvimento e constru¢cdo de um protétipo de
estacdo de tratamento de lixo plastico, oriundo de
ambiente aquatico, por larvas de G. mellonella e T.
molitor em escala laboratorial. Este protétipo podera
ser posteriormente escalonado em um sistema que
seja factivel de ser estruturado em ambiente
terrestre ou em plataforma maritima. Espera-se que
a utilizacdo sequencial de distintas espécies de
insetos contribua na eficicia da biodegradacéo de
plasticos e forneca a oportunidade de desenvolver
um sistema de economia circular e ambientalmente
sustentavel, através do aproveitamento de|
subprodutos como matéria-prima de interesse
comercial (carbonato, adubo organico e/ou racéo
animal). Atualmente somos o Unico grupo de
pesquisa brasileiro estudando a biodegradacéo de
plasticos por G. mellonella, e para o0
desenvolvimento desse projeto estruturamos uma
equipe multi e interdisciplinar, envolvendo 7
instituicdes de pesquisa. Esta solucdo biotecnolégica
inovadora e inédita para o gerenciamento do lixo
plastico aquatico, esta em consonancia com os ODS
da Agenda 2030 da ONU e o PNCLM.

Objetivo geral:

O objetivo geral deste projeto é a elaboragéo, o
desenvolvimento e a construcdo de um prot6tipo de
estacdo de tratamento de lixo plastico, oriundo de
ambiente aquatico, utilizando os insetos Galleria|
mellonella e Tenebrio molitor e, o aproveitamento
dos residuos gerados como produtos de interesse
comercial (carbonato, adubo organico e/ou racéo
animal). Adicionalmente, visa aproximar a ciéncia e
a sociedade, através de um plano de divulgacao
cientifica para publico ndo especializado que envolve
redes sociais e atividades educacionais em parceria
com instituices de educacao basica, com o intuito
de promover a conscientizagéo do uso de plasticos e
impactos da poluicdo plastica no meio ambiente.
Trata-se de uma proposta de solucédo biotecnoldgica
inovadora, inédita e escalonavel, em consonancia
com a economia circular e com o Plano Nacional de
Combate ao Lixo no Mar, para o0 gerenciamento
ambientalmente sustentavel do lixo plastico de
origem aquatica e para a popularizacéo da ciéncia.

Objetivos especificos:

- Realizar a coleta e caracterizag@o do lixo plastico
proveniente do estuario Lagoa dos Patos e da
Ecobarreira Arroio Dilavio.

- Planejar e desenvolver um protétipo efetivo de uma
estacdo de tratamento de residuos plasticos atraves
do uso sequencial de larvas de Galleria mellonella e
Tenebrio molitor como agentes de biodegradacéo.

- Detectar a presenca de micro ou nanoplésticos no
material organico residual gerado.

- Realizar a caracterizacdo quimica e ecotoxicolégica

do material orgénico gerado para a potencial




aplicacdo como matéria-prima para adubo organico.
- Realizar a caracterizacdo bioquimica (valor|
nutricional), microbiolégica e toxicologica do material
organico gerado para a potencial aplicagdo como
matéria-prima para racao animal.

- Detectar os gases gerados a partir da|
biodegradacéo dos plasticos e transformar o CO; em
carbonatos de interesse comercial.

Assinale com um X a linha de pesquisa que o projeto se enquadra: (Marcar

apenas uma linha)

() | Quantificacéo e tipificacdo do plastico.

(X) Tecnologias para decomposic¢ao, tratamento e substituicdo do plastico.

( ) | Redes de monitoramento da cadeia produtiva do plastico incluindo descarte
e reciclagem.

ATENCAO: FAVOR RESPONDER AS PERGUNTAS ABAIXO
A pesquisa contempla a¢des para solu¢des aos desafios postos pelos Objetivos
do Desenvolvimento Sustentavel (ODS), da Agenda 2030 da ONU
(https://brasil.un.org/pt-br/sdgs).

X | SIM NAO

Em caso afirmativo, citar quais objetivos e metas ODS receberdo a contribuicdo:

Esse projeto contribuira com pelo menos 4 objetivos de desenvolvimento sustentavel
da Agenda 2030 da ONU, a saber:

Objetivo 6. Assegurar a disponibilidade e gestdo sustentavel da agua e saneamento para
todas e todos.

Meta 6.3 Até 2030, melhorar a qualidade da &gua, reduzindo a polui¢édo, eliminando despejo
e minimizando a liberacdo de produtos quimicos e materiais perigosos, reduzindo a metade
a proporcao de aguas residuais ndo tratadas e aumentando substancialmente a reciclagem

e reutilizacéo segura globalmente.

Objetivo 11. Tornar as cidades e 0s assentamentos humanos inclusivos, seguros, resilientes
e sustentaveis.

Meta 11.6 Até 2030, reduzir o impacto ambiental negativo per capita das cidades, inclusive


https://brasil.un.org/pt-br/sdgs

prestando especial aten¢do a qualidade do ar, gestdo de residuos municipais e outros.

Objetivo 12. Assegurar padrdes de producdo e de consumo sustentaveis.

Meta 12.4 Até 2020, alcancar o0 manejo ambientalmente saudavel dos produtos quimicos e
todos os residuos, ao longo de todo o ciclo de vida destes, de acordo com 0s marcos
internacionais acordados, e reduzir significativamente a liberacdo destes para o ar, agua e
solo, para minimizar seus impactos negativos sobre a salde humana e o meio ambiente.
Meta 12.5 Até 2030, reduzir substancialmente a geracdo de residuos por meio da prevencéo,
reducao, reciclagem e reuso.

12.c Racionalizar subsidios ineficientes aos combustiveis fésseis, que encorajam o
consumo exagerado, eliminando as distorgdes de mercado, de acordo com as circunstancias
nacionais, inclusive por meio da reestruturacdo fiscal e a eliminacdo gradual desses
subsidios prejudiciais, caso existam, para refletir os seus impactos ambientais, tendo
plenamente em conta as necessidades especificas e condicdes dos paises em
desenvolvimento e minimizando o0s possiveis impactos adversos sobre o seu

desenvolvimento de uma forma que proteja os pobres e as comunidades afetadas.

Objetivo 14. Conservacdo e uso sustentavel dos oceanos, dos mares e dos recursos
marinhos para o desenvolvimento sustentavel.

Meta 14.1 Até 2025, prevenir e reduzir significativamente a poluicdo marinha de todos os
tipos, especialmente a advinda de atividades terrestres, incluindo detritos marinhos e a

poluigdo por nutrientes.

DETALHAMENTO DA PROPOSTA
a) Qualificacdo do principal problema a ser abordado:

Plasticos sdo polimeros sintéticos derivados de fontes naturais ndo renovaveis e
renovaveis (celulose, carvao, gas natural e petréleo bruto) obtidos por meio de processos de
polimerizac&o. Estes materiais sdo projetados para atender diferentes necessidades de uma
variedade de produtos e por isso, suas propriedades tém sido continuamente aprimoradas
(PLASTICS EUROPE, 2021; THE WORLD COUNTS, 2021). Como resultado de sua ampla
utilizacdo, houve uma elevada producdo mundial de plastico em 2020, estimada em 367
milhdes de toneladas (PLASTICS EUROPE, 2021), e o Brasil contribuiu com 7,1 milhdes de
toneladas desta producédo (1,8% da producao mundial no mesmo periodo) (ABIPLAST,
2021).

Segundo o Plano Nacional de Combate ao Lixo no Mar (PNCLM), plasticos,
borrachas, metais, vidros, téxteis e papéis constituem majoritariamente o lixo do mar, sendo

o residuo plastico responséavel por 90% de todo lixo monitorado em praias e restingas do



litoral brasileiro (BRASIL, MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, PLANO NACIONAL DE
COMBATE DE LIXO NO MAR). Plasticos como poliéster, polietileno (PE), polipropileno (PP),
policloreto de vinila (PVC) e poliestireno (PS) sdo facilmente encontrados em todos os
ambientes aquaticos devido a sua caracteristica de baixa densidade que facilita a dispersao
destes materiais (PINHEIRO et al., 2021). Em 2010, cerca de 12 milhdes de toneladas de
plasticos foram introduzidos nos oceanos por paises costeiros de todos os continentes
(JAMBECK et al., 2015). Neste contexto, o PNCLM ainda ressalta a importancia da
conscientizacao de geracao e gestao de residuos sdélidos, principalmente em &reas urbanas,
uma vez que aproximadamente 80% do lixo no mar é originado no continente (BRASIL,
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, PLANO NACIONAL DE COMBATE DE LIXO NO MAR).
Estima-se que a entrada global de plasticos no oceano a partir de sistemas ribeirinhos foi de
57.000 a 265.000 toneladas em 2018, da qual rios asiaticos foram os principais responsaveis
(69%), seguido dos rios da América do Sul (13%), América do Norte (7,1%), América Central
(5,5%), Europa (5%), e Africa e Oceania (0,5%) (PINHEIRO et al., 2021). Estes dados
demonstram que a polui¢do plastica representa uma ameaca ecoldgica cada vez maior a
vida selvagem terrestre e marinha. Estudos demonstram que a contaminacao por plasticos
nestes ambientes tem efeitos mortais em animais que ingerem ou ficam presos em detritos
plasticos (NELMS, et al 2016).

O processo de degradacdo de plasticos no meio ambiente pode ocorrer por pelo
menos um ou pela combinacdo de quatro mecanismos gerais, como a fotodegradacéo, a
hidrélise, da degradacao termoxidativa e a biodegradacédo (ALl et al., 2021; PIVATO et al.,
2022). Em condic¢des naturais (ambiente aquatico, solo, etc.), o processo de degradacao
inicia com fotodegradacdo (principalmente devido a radiacdo UV-B) e prossegue com a
termoxidacao e, em menor grau, por hidrélise, ocasionando fragmentagéo destes materiais
(ALI et al., 2021). Em ambientes aquaticos, estes eventos geram particulas menores
conhecidas como microplasticos (<5 mm), cujo tamanho pode ser similar ao plancton (0,2 a
200 mm), e devido a isto possuem capacidade de causar danos, tornar-se biodisponivel, e
ser transferido ao longo da teia trofica (PINHEIRO et al., 2021). Parte do plastico
abioticamente degradado pode ser afetado por fatores bidticos através de um processo
conhecido como biodegradacéo. O processo de biodegradacdo ocorre em quatro etapas: (i)
biodeterioracdo, onde enzimas microbianas séo secretadas no ambiente e podem atuar
diretamente na superficie plastica; (ii) biofragmentacédo, na qual oligbmeros com cerca de
500 Da sao liberados através da despolimerizagéo; (iii) bioassimilacdo, os oligbmeros
formados permeiam através da parede e membrana celular de microrganismos e sao
hidrolisados a mondmeros pelas enzimas intracelulares, os quais sdo assimilados e
utilizados na producdo de biomassa celular; e (iv) biomineralizacdo, etapa em que a

biomassa é completamente metabolizada pelos microrganismos como constituinte



elementar e biomineralizada na forma de CO; ou metano (dependendo da disponibilidade
de oxigénio) e H,O (ALI et al., 2021; PIVATO et al., 2022).

A biodegradacdo de plasticos por microrganismos no ambiente € extremamente
lenta, sendo estimado que uma taxa de 11 um/ano para a superficie de sacolas plasticas, e
€ previsto que uma garrafa plastica permaneca cerca de 116 ou 500 anos, quando em
ambiente marinho e terrestre, respectivamente (CHAMAS et al., 2020). Atualmente, o0s
principais métodos utilizados no gerenciamento de residuos plasticos sdo a reciclagem, a
incineracao e a disposicdo em aterro sanitario (PLASTICS EUROPE, 2021). Dados sobre a
reciclagem de residuo plastico no Brasil sdo inconsistentes e variaram de 1,28% (CUFFARI,
2019) a 23,1% (ABIPLAST, 2021), no ano de 2020. Isto significa que cerca de 67% dos
residuos plasticos gerados no pais foram depositados em aterros sanitarios e na natureza
(CUFFARI, 2019).

Neste contexto, a partir de 2010, comecaram a surgir relatos na literatura sobre o
consumo e biodegradacao de plasticos por larvas de insetos (PIVATO et al., 2022). Desde
entdo, este assunto é considerado um hot topic, e despertou interesse da comunidade
cientifica e nao cientifica (THE GARDIAN, 2017; BBC NEWS, 2017) dada a implicagdo como
uma alternativa biotecnolégica promissora a para biodegradacédo de plasticos. Dentre as 12
espécies de insetos ja relatadas na literatura por suas capacidades de consumir e até digerir
plasticos, Tenebrio molitor e Galleria mellonella sdo as espécies mais estudadas para esse
processo (PIVATO et al., 2022).

T. molitor, larva da farinha, € um inseto pertencente a familia Tenebrionidae e a
ordem Coleoptera, encontrado em todo o mundo. Esse animal alimenta-se naturalmente de
farinha e outros produtos de gréos, embora ndo esteja associado a danos as plantacdes
(HOWARD, 1955). Outras fontes de alimento para este inseto incluem os residuos e 0s
subprodutos orgéanicos, como residuos de restaurantes e domésticos, subprodutos de
matadouros, estrume animal e residuos de jardinagem (HARSANY!I et al., 2020). Por este
motivo, larvas de T. molitor sdo utilizadas na bioconversdo alimentar de residuos, pois
emitem menos gases de efeito estufa (como CO;) em compara¢ao a suinos e ruminantes
(OONINCX et al., 2010). De acordo com a literatura, durante o consumo destes residuos
organicos nao ha emissao de gas metano (HACKSTEIN E STUMM, 1994; OONINCX et al.,
2010). O ciclo de vida deste inseto é constituido por quatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto
(besouro). O periodo larval varia de 22 a 100 dias, enquanto o periodo pupal dura cerca de
8 dias (SIMON et al., 2013), dependendo de condicbes de umidade e temperatura e da
disponibilidade de fontes nutricionais. Em 2015, Yang e colaboradores relataram, pela
primeira vez, que larvas de T. molitor alimentadas com PS como dieta Unica sobreviveram e
se comportaram como aquelas alimentadas com farelo por um periodo de 1 més. Os autores

confirmaram a clivagem da cadeia polimérica do PS e a formacdo de metabdlitos



despolimerizados no intestino larval, e importantemente evidenciaram que 47,7 % do PS é
biomineralizado em CO; e incorporado aos lipidios do inseto (YANG et al., 2015). O processo
de biodegradacédo do PS virgem por larvas de T. molitor € descrito na literatura (YANG et al.,
2015b, 2015c¢, YANG et al., 2018a). Resumidamente, (i) o polimero é fragmentado em
particulas menores pela mastigacéo, (ii) as particulas ingeridas sdo despolimerizadas em
compostos de baixa massa molecular por enzimas extracelulares secretadas pela microbiota
intestinal, (iii) os produtos sdo biomineralizados em CO- por varios microrganismos e/ou
pelas préprias larvas, e os carbonos dos produtos sdo assimilado na biomassa; e (iv)
finalmente, os fragmentos residuais de plastico e outros intermediarios sdo excretados nas
fezes das larvas (YANG et al., 2015b, 2015c, YANG et al., 2018a). Adicionalmente, também
foi relatado na literatura que larvas de T. molitor sdo capazes de biomineralizar PE em 40%
de CO; (YANG et al., 2021), e PVC em 0,003% de HCI (PENG et al., 2020). Além dos
plasticos citados, este animal também é capaz de consumir outros tipos, como PP, poliacido
latico (PLA), poliuretano (PU) e politereftalato de etileno (PET), demonstrando a capacidade
do inseto T. molitor no processo de biodegradacéo plastica (PENG et al., 2019; WANG et
al., 2022; BEALE et al., 2022).

G. mellonella, a traca maior da cera, € um inseto pertencente a familia Pyralidae e a
ordem Lepidoptera, encontrado em todo o mundo e conhecido por invadir e danificar
colmeias de abelhas. De forma semelhante ao T. molitor, seu ciclo de vida é constituido por
guatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto (mariposa), e o tamanho do ciclo varia dependendo
de condi¢Bes de umidade e temperatura e da disponibilidade de fontes nutricionais. Assim,
os ovos levam de 3 a 30 dias para eclodirem em larvas, ja a fase larval pode durar cerca de
28 dias a 5 meses (WILLIAMS, 1997). O estagio de pupa leva de 1 a 9 semanas, e as
mariposas adultas podem durar cerca de 12 dias (fémea) e 21 dias (macho). Apds o
acasalamento, a fémea oviposita em média 700 ovos (ELLIS et al., 2013; NOMURA et al.,
2006; SHIMANUKI, 1981). Em 2017, Bombelli e colaboradores relataram pela primeira vez
a capacidade de larvas de G. mellonella em consumir PE a uma taxa de 1,84 mg.larva.d?,
muito superior as taxas de biodegradacgéo relatadas para microrganismos (BOMBELLI et al.,
2017). Apesar da maioria dos trabalhos na literatura tratar sobre a biodegradacéo de PE por
larvas de G. mellonella , estudos recentes mostram que este inseto apresenta capacidade
para biodegradar outros plasticos como PS, PP, PU, PET e o copolimero acrilonitrila-
butadieno-estireno (ABS) (ZHU et al., 2021; BARRIONUEVO et al., 2022; BEALE et al.,
2022).

Interessantemente, estudos envolvendo a biodegradacédo de plasticos por larvas de
G. mellonella e T. molitor evidenciaram que a alimentacdo dos animais com materiais
plasticos suplementada com uma fonte de alimento nutritivo € essencial para que estes

insetos possam completar seus ciclos de vida, e eventualmente aumentar 0 consumo de



plasticos (BRANDON et al., 2018; PENG et al., 2019; LOU et al., 2021; ZHONG et al., 2021;
REJASSE et al., 2022). Para larvas de T. molitor, Brandon e colaboradores (2018)
observaram um aumento de 28% e 38%, respectivamente, nas taxas de consumo de PE
(0,32 mg.larval.d-!) e PS (0,29 mg.larval.d?!) na co-alimentagcdo com farelo de trigo
(proporcado plastico:farelo 1:1 m/m) em comparacdo com as taxas da dieta constituida
somente pelos plasticos (BRANDON et al.,, 2018). Semelhantemente, larvas de G.
mellonella, quando submetidas a co-alimentacdo de PE e poélen, apresentaram uma taxa de
consumo de 0,48 mg.larval.d?, a qual foi 23% maior que a taxa de consumo quando
somente PE foi oferecido como fonte de alimentacdo (REJASSE et al., 2022).

Nosso grupo de pesquisa € pioneiro e, até 0 momento, Unico no Rio Grande do Sul
na criagdo laboratorial e uso de G. mellonella como hospedeiro para infeccdo microbiana.
Desde 0 ano 2000, esses invertebrados vém sendo utilizados como modelo experimental
alternativo in vivo para pesquisa microbiolégica (TSAI et al., 2016), tendo grande aceitacéo
da comunidade cientifica, o que pode ser evidenciado através das nossas pesquisas (SILVA
et al., 2017; SILVA et al., 2018; CAMPOS-SILVA et al., 2019; PINTO et al., 2020). Além
disso, cabe destacar que somos o0 Unico grupo no Brasil que atua no estudo na
biodegradacao de plasticos por larvas de G. mellonella. Esta recente e promissora linha de
pesquisa surgiu em 2018, quando observamos que esses animais em estagios larvais eram
capazes de danificar, através da sua ingestdo, potes plasticos em que estavam
armazenados. Assim, dada a originalidade e relevancia para o desenvolvimento técnico,
cientifico e de inovacgéo, o projeto de pesquisa intitulado “Como as larvas de Galleria
mellonella sdo capazes de degradar plastico sintético?”, coordenado pela Prof? Dr? Danielle
Trentin, foi um dos 24 selecionados dentre as 663 inscricbes para o edital do Instituto
Serrapilheira de 2018, sendo pioneiro e Unico na UFCSPA.

Desde entdo, os grupos de pesquisa da PUCRS e da UFMS vém colaborando neste
estudo através da caracterizagao fisico-quimica dos materiais plasticos e analises biologicas
para elucidar o processo bioquimico de biodegradacado. Através da utilizacdo de diferentes
técnicas de andlises fisico-quimicas, evidenciamos que parte do PE é fragmentado
mecanicamente pelas larvas e ap0s ser ingerido, € metabolizado e atinge a hemolinfa do
animal (absorvido), sendo que alguns produtos de biodegradacado estao presentes no casulo
de seda produzido pelas larvas (PIVATO et al, 2021). Esses resultados foram obtidos no
trabalho de mestrado da aluna Andressa Pivato, exemplificando a continua formacéo de
recursos humanos em uma area de interface do conhecimento entre a quimica, biologia,
microbiologia e biotecnologia. Também observamos, em outro estudo em andamento, que
as taxas de consumo de polimetilmetacrilato (PMMA) moido (tamanho de particula < 1 mm)
por larvas de G. mellonella é 1,1 vezes maior do que a taxa de consumo desse plastico

fragmentado (tamanho de particula < 6,3 mm). Esse resultado esta de acordo com o que foi



relatado por Zhu e colaboradores (2021), que observaram um aumento de 2,5 vezes no
consumo de PS por G. mellonella quando este foi fornecido em escala micrométrica
(tamanho de particula < 125 ym) (ZHU et al., 2021). Estes dados sugerem gue processos
de trituracado do plastico antes da sua exposi¢cao as larvas de inseto promove o0 aumento das
taxas de consumo, e possivelmente da biodegradracao.

A utilizacdo de larvas de inseto para a biodegradacdo de plasticos fornece a
oportunidade de desenvolvimento de um sistema de economia circular e ambientalmente
sustentavel, através da associacdo do processo de biodegradacdo de plasticos com
estratégias eficientes de aproveitamento destas larvas como produtos de valor agregado
(como farinhas, 6leos, extratos protéicos e adubos organicos) (SANGIORGIO et al., 2021).
Nesse contexto, h4 um grande potencial no uso de farinhas de insetos como racao animal,
uma vez que se constitui de um material ricos em nutrientes como proteinas, aminoacidos
essenciais, lipidios, fibras, minerais e vitaminas (HAUPT, 2019; SRIPRABLOM et al., 2022).
As principais vantagens do uso de insetos como fonte protéica, em comparagcdo com a
pecuéria convencional, incluem (i) reducao das areas de pastagem, o que acarreta em
menor emissdo de gases de efeito estufa e no uso da agua, e (ii) maior eficiéncia de
conversao alimentar. Curiosamente, espécies de insetos relatados como biodegradadores
de plasticos, tais como T. molitor, Zophobas atratus, G. mellonella e Achroia grisella, podem
ser aplicados para este fim, como proposto pela Autoridade Europeia de Seguranca
Alimentar (EFSA) (SRIPRABLOM et al., 2022). T. molitor é o primeiro inseto aprovado como
novo alimento pela Unido Europeia (Regulamento de Implementacdo da Comisséo
2021/882), apos a avaliacédo favoravel da EFSA sobre os riscos potenciais associados ao
consumo desse inseto, como a presenca e acumulo de parasitas, microorganismos,
micotoxinas e metais pesados (SANGIORGIO et al., 2021). Além disso, adubos organicos
alternativos, obtidos a partir de larvas de insetos, estdo sendo desenvolvidos para minimizar
0 impacto ambiental adverso dos agentes quimicos fitofarmacéuticos. Przemieniecki e
colaboradores (2021) utilizaram farelo de larvas de T. molitor como adubo orgénico, o qual
foi incorporado a um fertilizante com alto teor de nitrogénio organico. Os autores avaliaram
o efeito dessa mistura no crescimento do trigo, microrganismos do solo e da rizosfera,
incluindo fungos fitopatogénicos do género Fusarium, e ciclo de nitrogénio. Como resultado
foi observado que a presenca do farelo das larvas contribuiu para o aumento das
concentracdes de fésforo, potassio e magnésio no solo. Além disso, estimulou o crescimento
de bactérias do género Bacillus, as quais séo rizobactérias promotoras de crescimento
vegetal e utilizadas como agente de controle biolégico de fitopatégenos. Portanto, a mistura
obtida a partir de farelo de larvas de T. molitor oferece uma alternativa viavel aos fertilizantes
minerais (PRZEMIENIECKI et al., 2021).

Nesse contexto, o objetivo do projeto proposto € a elaboracéo, o desenvolvimento e



a construcdo em escala laboratorial de uma estacao de tratamento de lixo plastico, oriundos
de ambientes aquaticos, através do uso sequencial de larvas dos insetos G. mellonella e T.
molitor, com o aproveitamento dos residuos gerados como adubo orgéanico e racéo animal.
Destaca-se que o0 desenvolvimento desse projeto trard uma solucdo biotecnolégica
inovadora, inédita, e escalonavel, em consonancia com a economia circular, objetivos de
desenvolvimento sustentavel da Agenda 2030 da ONU, bem como com o PNCLM, para o

gerenciamento ambientalmente sustentavel do lixo plastico aquético.

b) Metodologia a ser empregada:
1. Lixo plastico de origem aquatica

O lixo plastico ser4 obtido de duas fontes aquéticas: (i) através de coleta na
Ecobarreira Arroio Dilavio, uma barreira ecoldgica que barra todo o lixo flutuante, descartado
incorretamente no Arroio Dilavio, impedindo que chegue e contamine as aguas do Lago
Guaiba, em Porto Alegre (RS), e (ii) coleta no entorno do maior estuario do RS, o Estuério
da Lagoa dos Patos (coordenadas geograficas: 32° 09' 09.3"S e 52° 06' 03.1"0), ambiente
de transicdo entre o continente e o oceano, o qual recebe contaminagdo por residuos
plasticos de ambos os ambientes, com registro de até 22 itens.m? (PINHEIRO et al., 2021).
O lixo plastico sera coletado e transportado até a UFCSPA por prestacdo de servico
terceirizado. Esses materiais irdo entrar na estacdo de tratamento sem lavagem prévia,

mantendo a presenca de possiveis microrganismos aderidos aos plasticos.

1.1. Caracterizacéo do lixo plastico recolhido

O lixo plastico sera inicialmente avaliado qualitativamente quanto a suas
caracteristicas estruturais (estrutura quimica) por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR). As analises de infravermelho serdo realizadas em
equipamento Perkin Elmer Instruments Spectrum One FT-IR Spectrometer e a aquisicdo do
espectro sera feita com o acessoério de amostras UATR (acessorio de refletancia atenuada
total universal) no intervalo de nimero de onda de 4000 a 650 cm™ e 12 varreduras. Esta
andlise sera realizada no Laboratério de Espectroscopia da Escola Politécnica/PUCRS.
Além disso, serao realizadas analise elementar (teores de carbono, hidrogénio, oxigénio,
nitrogénio e enxofre), analise imediata (carbono fixo, umidade, teor de cinzas, matéria volatil)
e de cromatografia de permeacdo em gel (GPC) por meio de prestacdo de servicos

terceirizados.

2. Insetos biodegradadores de plasticos2.1. Galleria mellonella
O ciclo de vida do inseto G. mellonella € mantido no Laboratério de Bacteriologia e

Modelos Experimentais Alternativos da UFCSPA sob temperatura controlada de 22 a 32 °C,



sendo as larvas alimentadas com dieta laboratorial (composta por farinha de trigo, farelo de
trigo grosso, gérmen de trigo, leite em pd, mel liquido, glicerol e actcar mascavo). Para que
todo o ciclo de vida do inseto ocorra de forma natural dentro da estacao de tratamento, larvas
em diferentes instares (estagio de desenvolvimento larval) serdo adicionadas na primeira
batelada. Além disso, serd fornecido a esses insetos uma co-alimentacéo de farelo de trigo

e plastico (3:7 m/m).

2.2. Tenebrio molitor

Larvas de T. molitor serdo fornecidas pela empresa Nui Insect Science Servicos em
Pesquisa Cientifica e Inovacéo Tecnoldgica Ltda (Pelotas, RS). Igualmente a G. mellonella,
larvas de T. molitor em diferentes instares serédo adicionadas na primeira batelada para que
todo o ciclo de vida do inseto ocorra de forma natural dentro da estacao de tratamento. Além
disso, sera fornecido a esses insetos uma alimentacdo constituida de matéria organica
proveniente de G. mellonella (insetos, fezes e casulos), plastico residual e seus produtos
gue eventualmente ndo foram metabolizados na primeira etapa de biodegradacdo na
estacao de tratamento.

3. Projeto, desenvolvimento e construcdo de uma estacdo de tratamento de lixo
plastico aquatico por larvas de insetos

A estacao de tratamento de lixo plastico em escala laboratorial ser4 um prototipo para
posterior escalonamento de um sistema que seja factivel de ser estruturado em ambiente
terrestre ou em plataforma maritima. Trata-se de um sistema continuo de biodegradacéo
sequencial de lixo plastico por larvas de G. mellonella e T. molitor em biorreatores de 10
litros, uma vez que é esperado a presenca de plastico residual nas excretas dos animais
presentes no primeiro biorreator. Assim, o uso sequencial de duas espécies de insetos, em
co-alimentacdo, amplia a possibilidade de completa biodegradagéo das particulas plasticas
gue entrardo no sistema. O processo de tratamento dos residuos plasticos consistira em
cinco etapas principais: (i) trituracdo seguida de peneiramento (30 mesh) e deslocamento do
material através de rosca transportadora, (ii) biorreator 1, local de acao das larvas de G.
mellonella, (iii) trituracdo e deslocamento do material através de rosca transportadora, (iv)
biorreator 2, local de acéo das larvas de T. molitor e (v) trituracdo e coleta do subproduto
(Figura 1). Pontos de amostragem serao adicionados ap0s as etapas de trituracao (iii e v)

para permitir a coleta e caracterizacdo dos materiais.

3.1 Entrada de lixo plastico no sistema
Aproximadamente 4,2 quilos de lixo plastico, provenientes de fontes aquaticas,

entrardo na estacdo de tratamento (Figura 1) sem lavagem prévia. Concomitantemente,



cerca de 1,8 quilos de farelo de trigo serdo adicionados ao sistema, como fonte nutricional
para possibilitar que o inseto G. mellonella complete seu ciclo de vida e consuma maior
guantidade de plastico. Assim, o lixo plastico e o farelo de trigo, passarao pelo triturador T1
acoplado a peneira P (Figura 1), para obtencdo de particulas milimétricas, as quais seréo
deslocadas através de da rosca transportadora R1 (fluxo continuo de 4-200 mg/min) para
gue haja a homogeneizacdo dos dois elementos iniciais e a formacéo do substrato S1
(plastico e farelo de trigo triturados 7:3 m/m).

24, (@ )

~pCH~

Lixo plastico Farelo de trigo w w
Bl

-®

_ Ciclo de vida de
" Galleria mellonella

R2

~ 2 3
G‘) .@. D_é(‘r »  Lavagem alcalina de gases
hk —®  w }
AL B2
_é [ Carbonato
Ciclo de vida de /-\
Tenebrio molitor ™ / ]
. =
d) .....
[es} )
V4
T3
Materia organica —b[ Adubo orgénico efou Ragado animal l

Figura 1: Projeto de uma estacao de tratamento de lixo plastico por larvas de insetos, em

escala laboratorial. Legenda: Triturador 1 (T1), Peneira (P), Valvula de fundo 1 (V1), Rosca



Transportadora (R1), Substrato 1 (S1), Valvula de fundo 2 (V2), Janela 1 (J1), Biorreator 1
(B1), Medidor de Nivel 1 (MN 1), Valvula de fundo 3 (V3), Triturador 2 (T2), Substrato 2 (S2),
Rosca Transportadora (R2), Janela 2 (J2), Biorreator (B2), Medidor de Nivel 2 (MN 2),
Valvula de fundo 4 (V4), Triturador 3 (T3) e Valvula agulha (V5).

3.1.1 Uso de microparticulas de plasticos fluorescentes

Para detectar a possivel presenca de micro e/ou nanoplastico na matéria organica
final da estacdo de tratamento, em uma das bateladas, microparticulas de plasticos
fluorescentes (Cospheric LLC, EUA e Thermo Fisher Scientific, Brasil) serdo adicionadas ao

lixo plastico triturado e entrardo no sistema através do biorreator B1.

3.2 Biorreator 1. Galleria mellonella

O substrato S1 sera transferido para o biorreator B1, que sera construido em inox
com janela (J1) para proporcionar a visualizagdo do contetdo interno, onde larvas de G.
mellonella em diferentes instares seréo adicionadas. Assim, todo o ciclo de vida do animal,
envolvendo os estagios de larva, pupa, mariposa adulta macho e fémea e ovo, ocorrera
dentro do biorreator B1.

O biorreator B1 ira possuir fundo em funil, de modo que as larvas fiqguem em contato
com o substrato S1. O fluxo de material sera controlado, pelo medidor de nivel MN1, para
formacé@o de uma coluna de ar na parte superior do biorreator, a qual € necessaria para o
desenvolvimento dos animais e acasalamento das mariposas adultas. Na parte superior do
biorreator B1 havera um sistema de abertura acoplado a uma tela de inox, para evitar a saida
dos insetos.

Considerando a taxa média de consumo de plastico triturado por larvas de G.
mellonella determinada pelo nosso grupo em experimentos prévios (0,1 mg.diat.larva?l) e o
tempo necessario para completar o ciclo de vida do inseto dentro do biorreator B1,
inicialmente o material ficara exposto a acdo das larvas de G. mellonella (e seus
microrganismos) durante 30 dias. Posteriormente, a valvula de fundo V3 do biorreator B1
sera aberta para que o material residual (insetos, residuos por eles produzidos, como casulo
de seda e fezes, farelo de trigo, plasticos e seu subprodutos), nomeado substrato S2, passe

pelo triturador T2 e seja deslocado pela rosca transportadora R2 para biorreator B2.

3.3 Biorreator 2: Tenebrio molitor

Ao biorreator B2, que sera construido em inox e contard com janela (J2) para
proporcionar a visualizacao do conteudo interno, serdo adicionadas larvas de T. molitor em
diferentes estagios de desenvolvimento. Todo o ciclo de vida do animal, envolvendo os

estagios de larva, pupa, besouro adulto macho e fémea e ovo, ocorrera dentro do biorreator



B2.

O substrato S2 servira como fonte nutricional para possibilitar que segundo inseto T.
molitor complete seu ciclo de vida e consuma maior quantidade de plastico, visto que esses
animais se alimentam no ambiente com matéria organica. O substrato S2 entrara pela parte
superior do biorreator B2, o qual também possuird um fundo em funil, possibilitando o contato
com as larvas. O fluxo de material serd controlado, pelo medidor de nivel MN2, para
formacéo de uma coluna de ar na parte superior do biorreator B2, a qual € necesséria para
o desenvolvimento dos animais e acasalamento dos besouros adultos. Na parte lateral do
biorreator B2 havera um sistema de abertura acoplado a uma tela de inox, para evitar a saida
dos animais.

Considerando a taxa de biodegradacédo de plastico por larvas de T. molitor (0,3
mg.dia.larva) e o tempo necessario para se obter todo o ciclo de vida do animal dentro do
biorreator, inicialmente o substrato S2 ficara exposto a acdo de larvas de T. molitor (e seus
microrganismos) durante 30 dias. Relatos da literatura demonstram que T. molitor é capaz
de biodegradar 47,7% de PS e 40% de PE em seu produto (CO,) e 0,03% de PVC em HCI
(Yang et al., 2015; Yang et al., 2021; Peng et al., 2020). Considerando que havera uma
mistura de plasticos entrando no sistema, estima-se que a producéo de HCI seja inferior a
essa taxa, sendo o CO; o efluente gasoso majoritario. Dessa forma, os gases gerados serao
coletados a partir da valvula agulha V5 acoplada em uma abertura do biorreator B2 para
posterior analise e tratamento dos mesmos.

A valvula de fundo V4 do biorreator B2 sera aberta para que a massa produzida,
incluindo os insetos de T. molitor, passe pelo triturador T3 e obtenha-se o material organico
final. Espera-se que apés os 30 dias do material no biorreator B2 o sistema entre em fluxo
continuo, com aproximadamente 100 g de substrato S1.dia* entrando no biorreator B1 e a
mesma taxa de substrato S2 entre no biorreator B2. Assim, calcula-se que no 40° dia, 1 quilo
do substrato S1 entre no biorreator B1, e que havera a saida de 1 quilo do substrato S2 para

entrada no biorreator B2.

4. Estudo e caracterizacao dos subprodutos durante e ap6s o processo de tratamento
4.1 Deteccdao e tratamento de gases

Durante a permanéncia do substrato S2 no biorreator B2, espera-se obter como gas
majoritario o gas carboénico (CO.), conhecido como produto de biodegradacdo do plastico
em atmosfera aerObia e gerado nesse processo por larvas de T. molitor e seus
microrganismos. Nesse sentido, o gas gerado sera coletado a partir do biorreator B2 e
analisado quali e quantitativamente por Cromatografia Gasosa (CG) por meio de prestacao
de servico terceirizado. Como método de tratamento para o gas gerado, um lavador de gases

sera acoplado a estacdo de tratamento, no qual passarda uma solucdo alcalina, com o



objetivo de capturar o CO; e transforma-lo em carbonatos insollveis metalicos (carbonato
de célcio, bario, etc.), que sejam de interesse comercial. Caso uma pequena fracdo de HCI
seja gerada no biorreator B2, este mesmo tratamento poderd ser aplicado para neutralizacao
do acido, obtendo-se como produto cloretos, como cloreto de calcio ou de bario. Para
verificar o grau de pureza do carbonato, devido a possivel formacdo de cloreto, sera
realizada analise termogravimétrica (TGA) no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais da
Escola Politécnica da PUCRS, em um equipamento SDT Q600 (TA Instruments, EUA)
aplicando-se uma rampa de aquecimento da temperatura ambiente até 1000 °C a uma taxa
de 20 °C.min.

4.2 Avaliacdo do material organico

Amostras coletadas ap0s as etapas de trituragdo, bem como o material organico
residual da estacdo de tratamento, composto por restos de T. molitor, G. mellonella e
microrganismos, sera caracterizado por diversas técnicas fisico-quimicas a fim de conhecer
sua composicao elementar e quimica, bem como detectar possivel presenca residual de

plasticos.

4.2.1 Caracterizagao do material organico residual
4.2.1.1 Andlise elementar e imediata

Apoés a coleta de material organico residual (final do biorreator B2) e nos pontos de
amostragem, definidos no item 3, serdo realizadas analise elementar (teores de carbono,
hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e enxofre) e analise imediata (carbono fixo, umidade, teor

de cinzas, matéria volatil) por meio de prestacdo de servicos terceirizados.

4.2.1.2 Andlises por cromatografia liguida de alta eficiéncia acoplada ao detector de
arranjo de diodos e espectrometro de massas (CLAE-DAD-EM) e andlises estatisticas

As amostras coletadas serdo analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector de arranjo de diodos e espectrometro de massas (CLAE-DAD-EM) em
um equipamento UFLC da Shimadzu (Téquio, Japéo) acoplado a um detector de arranjo de
diodos (DAD) SPD-M20A e um espectrometro de massas MicrOTOF-Q Il (Bruker Daltonics)
com ionizacao por eletrospray (IES) e analisador QqTOF (quadrupolo e tempo de voo em
sequéncia). As analises serdo realizadas em modo de ionizagdo positiva e negativa. As
colunas cromatograficas empregadas serdo uma Kinetex C18 (150 x 2,1 mm, Phenomenex)
e outra Kinetex HILIC (150 x 2,1 mm, Phenomenex).

Os dados serdo inicialmente processados através do DataAnalysis 4.2 (Bruker
Daltonics). O alinhamento e reducdo dos dados serdo realizados com 0s programas

MetAlign e MSClust. As andlises estatisticas (univariadas e multivariadas) serdo realizadas



através da plataforma on-line Metaboanalyst 5.0 com os dados previamente normalizados e
transformados em log. Os compostos organicos presentes nas amostras serdo anotados
através dos dados espectrais de UV, EM (massa acurada) e perfil de fragmentacdo em
comparacado com dados da literatura. Redes moleculares serdo confeccionadas através da
plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) e as anotactes

também serdo realizadas com o auxilio desta plataforma.

4.2.1.3 Andlise bromatoldgica

A fim de determinar o teor nutricional do material organico residual, serdo realizadas
analises centesimais de acordo com a Portaria do MAPA, n° 349 de 9 de julho de 2021, que
inclui o teor de umidade, cinzas, a quantificacdo de proteina bruta e do extrato etéreo
(lipidios), com a estimativa de carboidratos por diferenca. As andlises seréo realizadas a
partir de 100 g do material organico, conforme metodologia analitica da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2005). Para determinar o teor de umidade a amostra sera seca
até peso constante, a 105° C; para determinar o teor de proteina bruta, sera realizada a
guantificacdo de nitrogénio, pelo método de Kjedhal; e o perfil lipidico sera avaliado pelo
método de extracdo Soxhlet.

4.2.1.4 Determinacéo de pH
A determinacdo de pH do material organico residual (final do biorreator B2) e dos
pontos de amostragem, definidos no item 3, serd realizada a partir da diluicdo destas

amostras em agua ultrapura em pHmetro.

4.2.1.5 Deteccédo de micro e nano plastico no material organico

Para a detecgéo e identificagdo de possiveis particulas de plastico em escala micro
e/ou nanométrica no material organico residual (final do biorreator B2) e nos pontos de
amostragem, definidos no item 3, estas amostras seréo liofilizadas e avaliadas por técnicas
de determinacdo de tamanho de particula e microscopia, espectroscopia no infravermelho
(FTIR) e cromatografia de permeacdo em gel (GPC).

A distribuicdo de tamanho de particulas e o indice de polidispersdo seréao
determinados em através da técnica de difratometria de laser (Mastersizer® 2000, Malvern)
para avaliagdo da presenca de nano e microplasticos. Além disso, as amostras seréo
avaliadas e caracterizadas morfologicamente, através de microscopia eletronica de
varredura, utilizando-se um microscoépio eletrénico JEOL 6060 no Centro de Microscopia
Eletrénica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Andlises de FTIR serdo realizadas em equipamento Perkin Elmer Instruments

Spectrum One FT-IR Spectrometer e a aquisicdo do espectro sera feita com o acessorio de



amostras UATR (acessoério de refletancia atenuada total universal) no intervalo de nimero
de onda de 4000 a 650 cm™ e 12 varreduras. Esta andlise sera realizada no Laboratério de
Espectroscopia da Escola Politécnica/PUCRS. Para determinacdo das massas molares e
distribuicdo de peso molecular sera realizada analise de GPC por meio de prestacédo de
servico terceirizado do Instituto SENAI de Inovacdo em Engenharia de Polimeros (Sao
Leopoldo, RS). Em caso de aquisicdo do equipamento com fomento por esse edital, a
analise sera realizada na PUCRS.

Uma vez detectada a presenca de micro ou nanoplastico no material organico
residual, prevemos como possibilidade de avaliacdo a digestdo quimica da matéria organica
com H20; (PENG et al.,, 2022), o que permitira a coleta do plastico residual que sera

novamente adicionado na estacéo de tratamento.

4.2.2 Andlise microbioldgica

O material organico residual sera avaliado por meio de ensaios microbiol6gicos
conforme normativas do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para
controle de alimentos para uso animal (racéo). Seréo realizados os ensaios de deteccéo de
patégenos (Salmonella spp. e Listeria monocytogenes) e detec¢do, contagem e numero
mais provavel (NMP) de microrganismos ou grupos indicadores (Staphylococcus coagulase
positiva, coliformes, enterobactérias, mesaofilos aerdbios viaveis) através de prestacdo de
servico com a Empresa Unianalises (Lajeado, RS).

Adicionalmente, sera realizada a busca por bactérias probiéticos, especialmente dos
géneros Enterococcus e Bacillus, conforme Portaria do MAPA n° 359 de 9 de julho de 2021.
O isolamento de cepas bacterianas probidticas sera realizado a partir da cultura do material
organico residual de acordo com as condi¢es relatadas na literatura (PRICHULA et al.,
2016). As cepas probioticas serdo avaliadas em relacéo a presenca de cluster de genes que
codificam moléculas com atividade antimicrobiana conforme Prichula et al. (2021). Para isso,
o DNA genbmico sera extraido usando o kit DNeasy blood and tissue kit (Qiagen, USA) e
guantificado usando Qubit double-stranded DNA (dsDNA) high-sensitivity (HS) assay kit (Life
Technologies). Bibliotecas de DNA para o0 sequenciamento do genoma serdo preparadas
usando Nextera XT DNA kit e index primers (lllumina), e o sequenciamento sera realizado
utilizando a Plataforma lllumina Miseq. Posteriormente, os genomas serdo trimados e
montados usando CLC genomics workbench v8.0.3, e anotados usando o NCBI Prokaryotic
Genome Annotation Pipeline (PGAP). As espécies serdo confirmadas por pairwise
comparison por meio da identidade média de nucleotideos (Average Nucleotide Identity -

ANI) usando JSpeciesWS (http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/). A presenca de clusters

de genes codificadores de moléculas antimicrobianas sera verificada usando Bagel4

(http://bagel4.molgenrug.nl) e (Antibiotics and Secondary Metabolite Analysis Shell 5.0 -


http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/

Antismash5  (https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start). Além disso, sera
verificada a presenca de determinantes de viruléncia (genes de viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos) nos genomas usando a plataforma para

(https://www.genomicepidemiology.orq).

5. Avaliacao de toxicidade do material organico residual

O material organico residual resultante da estacdo de tratamento, composto por
restos de T. molitor, G. mellonella e microrganismos, sera avaliado quanto a sua toxicidade
e ecotoxicidade, considerando sua futura aplicagdo como adubo organico e/ou racdo para

animais.

5.1. Ecotoxicidade do material orgénico residual aplicado como adubo orgéanico
5.1.1. Avaliacdo comportamental de minhocas da espécie Eisenia andrei

A avaliacdo da ecotoxicidade do material orgénico residual da estagcéo de tratamento
serarealizada por meio do comportamento de minhocas da espécie Eisenia andrei, seguindo
as recomendacdes da NBR ISO 17512-1 (2011). As minhocas serdo expostas ao solo
combinado com proporgbes crescentes de material organico residual da estacdo de
tratamento e distribuido em recipientes plasticos. O tratamento controle sera conduzido com
solo, sem adi¢cdo do material organico residual e estara presente em todas as unidades
experimentais. Desta forma, as minhocas selecionardo o solo de maior interesse, fugindo de
solos pobres ou contaminados. O ensaio tera duracdo de 48 h, sendo cada tratamento
testado em triplicada, contendo 10 minhocas adultas por unidade experimental. Ao final das
48 h, as minhocas serdo contabilizadas em cada solo de cada unidade experimental. O
ensaio é invalidado se o nimero de mortes for maior que 10% por tratamento. Solos teste
com menos de 20% do numero total de minhocas séo classificadas como estando com sua
funcdo de habitat limitada. Se uma atragdo maior de 80% pelo solo teste for observada, a
presenca de substancias quimicas ndo pode ser descartada, os resultados devem ser

avaliados como um efeito.

5.1.2 Avaliacdo da emergéncia e crescimento de mudas da espécie Lactuca sativa L.
O teste de toxicidade avaliara os efeitos da exposicéo de plantas de alface (Lactuca
sativa L.) ao material orgénico residual da estacdo de tratamento conforme as condi¢cbes
estabelecidas na norma OECD Test 208 (OECD, 2006). As sementes serdo semeadas em
substrato organico combinado com proporc¢des crescentes de material residual e distribuido
em vasos (15 x 20 cm). O tratamento controle ser4 conduzido com solo, sem adi¢cao do
material residual. O crescimento inicial das plantulas sera avaliado pelo comprimento (parte

aérea e raiz) e matéria seca das plantulas. A matéria seca sera determinada apds secagem
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a 60 °C em estufa de circulacdo de ar. Evidéncias de clorose, necrose, alteracfes
morfologicas ou de deficiéncia nutricional serdo avaliadas. Andalises serdo realizadas entre
14 e 21 dias apds 50% de emergéncia das mudas no grupo controle. Os experimentos serao
conduzidos em ambiente com temperatura (25 °C) e fotoperiodo (16 h luz) controlados. A
irrigacdo sera realizada pela base do vaso, mantendo a capacidade de campo. Serdo aliadas
20 repeticBes com 10 sementes/plantulas cada. Os dados seréo testados para hormalidade
pelo teste Kolmogorov-Smirnov (p= 0,05). Atingindo a homoscedasticidade, os dados serao
submetidos & analise de variancia de uma via e as médias separadas pelo Teste de Tukey
(a=0,05).

5.2. Toxicidade do material organico residual aplicado como componente de racéo
animal

O presente estudo sera submetido & avaliagdo no Comité de Etica em animais e
submetido a Comissao de Pesquisa (COMPESQ) da Faculdade de Farmécia da UFRGS,
previamente ao inicio de sua execucdo. O estudo respeita as Resolucdes Normativas
30/2016 (Diretrizes para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e
Didaticos), 33/2016 (Procedimentos — Roedores e Lagomorfos mantidos em instalagfes de
instituicdes de ensino ou pesquisa cientifica), 37/2018 (Diretriz da pratica de eutanasia do
CONCEA) e 39/2018 (Dispbe sobre restricbes ao uso de animais em procedimentos
classificados com grau de invasividade 3 e 4).

Nesse sentido, ratos Wistar com idade de 8 semanas e pesando aproximadamente
350 a 380 g seréo utilizados para o estudo. Em todas as fases experimentais, 0os animais
serdo mantidos em padrdo sanitario convencional controlado no laboratério de
Experimentacdo Animal da Faculdade de Farméacia da UFRGS. Durante o experimento, 0s
animais serdo mantidos em caixas-moradia coletivas contendo utensilios para
enriguecimento ambiental (tubos de PVC, papel toalha, madeira para roer) e recobertas com
maravalha, contendo de 3 a 4 animais por caixa. Os animais receberéo agua e racao padréo
balanceada ad libitum para roedores (grupo controle) e os animais do grupo teste receberéo
a racdo enriquecida com o material organico residual. Além disso, serdo mantidos em um
ciclo fotoperiédico de 12 horas claro/escuro em temperatura controlada (22 °C £ 2 °C) e
umidade relativa do ar de 40 a 60%. Os animais permanecerdo em periodo de quarentena
(15 dias) sem manipulacéo para habituacdo. Serdo considerados um numero de 8 animais
por grupo experimental.

Inicialmente, os animais serdo alocados randomicamente para seus respectivos
grupos experimentais e distribuidos considerando o peso ponderal a partir de extratos
reapresentados pelos quartis de peso. Apos a quarentena (15 dias), os animais serdo

pesados e agrupados conforme 0s grupos experimentais. Os animais serdo identificados por



meio de marcacgdes coloridas no rabo, as caixas seréo identificadas de acordo com o grupo
experimental, e serdo distribuidos em 2 grupos experimentais, que serdo avaliados apés 8
semanas. Durante esse periodo de experimento, 0s animais serdo monitorados 3 vezes por
semana quanto a aparéncia; a0 comportamento e interacdo social; ao microambiente e
enriguecimento ambiental; a condicdo corporal; ao peso corporal; aos sinais clinicos
gastrointestinais e aos sinais clinicos neuroldgicos. Para a pesagem semanal dos animais
sera utilizada uma balanca eletrénica e os dados sdo anotados em gramas (g) de peso
corporal. Esse € um indicador de salde geral dos animais.

Os animais serdo eutanasiados no tempo experimental de 8 semanas. O método
sera por parada cardio-respiratéria induzida por overdose de inalacdo de Isoflurano na
concentracdo de > 5%, e apds o0s sinais clinicos condizentes com Obito (auséncia de
movimento respiratério, auséncia de batimentos cardiacos, auséncia de pulsa¢do, mucosas
palidas e perda do reflexo corneal), serdo monitorados por um periodo adicional de 10
minutos apos parada respiratéria. A partir dessas constatacdes os 6rgaos (cérebro, coragao,
figado, rim, baco e pancreas) serdo retirados para analise morfolégica em HE e analise
imunohistoquimica. Apés a morte dos animais e obtencdo das pecas para analise, as
carcacas dos animais serdo colocadas em sacos plasticos brancos préprios adequados para
descarte de material bioldgico, e encaminhados para descarte seguindo os protocolos da
Faculdade de Farmécia da UFRGS.

6. Descarte de residuos quimicos e biolégicos provenientes do processo
Os residuos quimicos e biolégicos utilizados serdo descartados e/ou armazenados de
acordo com o preconizado pelos Planos de Gerenciamento de Residuos elaborados pelos

departamentos responsaveis das instituicdes executora e colaboradoras.

c) Principais contribui¢fes cientificas ou tecnoldgicas da proposta

Do ponto de vista técnico-cientifico, este projeto apresenta carater de translacéo
entre a pesquisa basica e a pesquisa aplicada. Com a execucao desta proposta espera-se
obter um protétipo biotecnoldgico escalonavel para contribuir no gerenciamento do lixo
plastico de origem aquética e reduzir os danos causados ao ambiente marinho. Neste
contexto, a utilizacdo de larvas de insetos como agentes de biodegradacdo de plasticos
fornece a oportunidade de desenvolvimento de um sistema de economia circular e
ambientalmente sustentavel, através do aproveitamento dos subprodutos gerados em
matéria-prima de interesse comercial, como carbonatos, adubo organico e racdo animal.
Adicionalmente, este trabalho seré realizado por discentes, docentes e pesquisadores, e 0
seu desenvolvimento contribuira na: (i) formacéao de recursos humanos, em nivel de iniciacdo

cientifica, mestrado, doutorado e pds-doutorado, com visdo multi e interdisciplinar e



habilidades para o desenvolvimento de projetos em equipe/rede, intensificando a interagéao

entre instituicbes brasileiras e internacionais; (ii) publicacdo de artigos cientificos em

periodicos internacionais e (iii) democratizacdo do conhecimento cientifico a fim de acessar

0 publico ndo especializado.

d) Orcamento detalhado, prevendo, inclusive, despesas para as

Acompanhamento e Avaliacéo

e Faixa de R$ 1.000.000,00

reunides de

Itens de dispéndio

Quantidade

Valor Unitéario (R$)

Valor Total (R$)

1. Material de Consumo 84.744,00
Insumo para a manutencgéo da criacao de minhocas > 100,00 200,00
da espécie Eisenia andrei (solo e potes)
Aquisicdo minhocas da espécie Eisenia andrei 12 40,00 480,00
Material descartavel (ponteiras, eppendorfs, tubos
tipo falcon, parafilmes, placas de petri, placa de 96 - - 10.360,00
pocos, seringas, etc.)
Material de vidraria - - 3.500,00
Solo para mudas 6 60,00 360,00
Sementes de alface (Lactuca sativus L.) 3 30,00 90,00
Sacos para mudas 1 100,00 100,00
Paquimetro digital 2 150,00 300,00
Insumos para a manutenc¢do da criagcao de larvas
de G. mellonella i i 3.000,00
Reagentes quimicos
(solventes P.A, solventes grau HPLC, padrbes - - 8.518,00
analiticos e reagentes em geral)
Mat_erlal para ensaios m|c_rob|olog|cos i i 39.420,00
(meios de cultura e biologia molecular)

Caixas organizadoras com tampa (100 litros) 3 180,00 540,00
Vials e filtros de seringa 0,22 e 0,45 um - - 8.400,00
Reagentes para a_mall,se_s histoquimicas e i i 4.000,00

toxicoldgicas
Coletor (bolsa) da gases multicamada PE/aluminio 2 1.188,00 2.376,00
Microesferas fluore_scen_te de PE vermelha (10 3 1.033,33 3.100,00
gramas) incluindo entrega
2. Diérias 2.880,00
Diarias em Brasilia-DF 9 320,00 2.880,00
3. Passagens 6.000,00
Passagens
(Porto Alegre- Brasilia e Brasilia-Porto Alegre) 3 2.000,00 6.000,00
4. Servico de Terceiros 185.576,00
4.1 Pessoa Juridica 178.376,00
Manutencdo anual da estacdo de tratamento 3 12.000,00 36.000,00
Analise microbioldgica 4 1.430,00 5.720,00
Caracterizagéo d(_e _solo artificial para ensaio de 4 100,00 400,00
ecotoxicidade em plantas
Analise elementar 36 403,00 14.508,00
Analise imediata 36 585,00 21.060,00
Anadlise de cromatografia gasosa 8 461,00 3.688,00




Transporte de amostras 4 500,00 2.000,00
Analise de cromatografia de permeacgdo em gel 35 1000,00 35.000,00
Sequenciamento genémico 100 600,00 60.000,00
4.2 Pessoa fisica 7.200,00
Coleta de lixo plastico 2 600,00 1.200,00
Servico de revisdo de lingua inglesa 3 2.000,00 6.000,00
Valor total Custeio (R$ 279.200,00
1. Equipamento e Material permanente 454.400,00
Estacéo de tratamento 1 120.000,00 120.000,00
Lavador de gases 1 60.000,00 60.000,00
Freezer vertical 1 3.000,00 3.000,00
Espectrofotémetro com fluorescéncia 1 165.000,00 165.000,00
Geladeira frost free 1 2.600,00 2.600,00
Jogo de pipetas e pipeta multicanal 1 9.500,00 9.500,00
Balanca de preciséo 1 300,00 300,00
Balanca analitica 1 10.000,00 10.000,00
Capela de Fluxo Laminar 1 28.000,00 28.000,00
pHmetro 1 2.000,00 2.000,00
Estufa de Secagem 1 5.000,00 5.000,00
Estufa Bacteriolégica 1 4.000,00 4.000,00
Incubadora BOD para larvas de G.mellonella 2 20.000,00 40.000,00
Computador acoplado a estacdo de tratamento 1 5.000,00 5.000,00
Valor total Capital (R$) 454.400,00
3. Bolsas
3.1 Bolsa DTI 252.000,00
Bolsa DTI A 1 4.000,00/més 144.000,00
Bolsa DTI B 1 3.000,00/més 108.000,00
3.2 Bolsa ATP 14.400,00
Bolsa ATP B 1 400,00/més 14.400,00
Valor total Bolsa (R$) 266.400,00
Total do Projeto (R$) 1.000.000,00

e Faixa de R$ 1.500.000,00

Itens de dispéndio

Quantidade |Valor Unitario (R$

Valor Total (R$

1. Material de Consumo 86.244,00
~ Insumo para a manutenc&o da criacéo de 5 100,00 200,00
minhocas da espécie Eisenia andrei (solo e potes)
Aquisicdo minhocas da espécie Eisenia andrei 12 40,00 480,00
Material descartavel (ponteiras, eppendorfs, tubos
tipo falcon, parafilmes, placas de petri, placa de - - 10.360,00
96 pocos, seringas, etc.)
Material de vidraria - - 3.500,00
Solo para mudas 6 60,00 360,00
Sementes de alface (Lactuca sativus L.) 3 30,00 90,00
Sacos para mudas 1 100,00 100,00
Paquimetro digital 2 150,00 300,00
Insumos para a manutencgdo da criagcdo de larvas i i 3.000,00
de G. mellonella
Reagentes quimicos
(solventes P.A, solventes grau HPLC, padrdes - - 10.018,00
analiticos e reagentes em geral)
Material para ensaios microbioldgicos - - 39.420,00




(meios de cultura e biologia molecular)
Caixas organizadoras com tampa (100 litros) 3 180,00 540,00

Vials e filtros de seringa 0,22 e 0,45 um - - 8.400,00

Reagentes para analises histoquimicas e

L - - 4.000,00
toxicolégicas
Coletor (bolsa) de gases multicamada > 1.188,00 2.376,00
PE/aluminio
Microesferas fluore_scen'te de PE vermelha (10 3 1.032,00 3.100,00
gramas) incluindo entrega

2. Diérias 2.880,00

Diarias em Brasilia-DF 9 320,00 2.880,00

3. Passagens 6.000,00

Passagens 2.000,00

(Porto Alegre- Brasilia e Brasilia-Porto Alegre) 3 6.000,00
4. Servico de terceiros 120.576,00
4.1 Pessoa juridica 113.376,00
Manutenc8o anual da estacéo de tratamento 3 12.000,00 36.000,00

Analise microbioldgica 4 1.430,00 5.720,00

Caracterizagéo dg §o|o artificial para ensaio de 4 100,00 400,00
ecotoxicidade em plantas

Analise elementar 36 403,00 14.508,00

Analise imediata 36 585,00 21.060,00

Analise de cromatografia gasosa 8 461,00 3.688,00

Transporte de amostras 4 500,00 2.000,00
Sequenciamento genémico 50 600,00 30.000,00

4.2 Pessoa fisica 7.200,00

Coleta de lixo plastico 2 600,00 1.200,00

Servico de revisdo de lingua inglesa 3 2.000,00 6.000,00
5. Despesas acessorias de importacao 170.000,00
Taxa de importacdo do cromatégrafo de 1 170.000,00 170.000,00

permeacdo em gel e exclusdo de tamanho

Valor total Custeio iR$i 390.700,00

1. Equipamento e material permanente

. 278.900,00
nacional
Estacdo de tratamento 1 120.000,00 120.000,00
Lavador de gases 1 60.000,00 60.000,00
Computador acoplado a estacdo de tratamento 1 5.000,00 5.000,00
Freezer vertical 1 3.000,00 3.000,00
Geladeira frost free 1 2.600,00 2.600,00
Jogo de pipetas e pipeta multicanal 2 9.500,00 19.000,00
Balanca de precisdo 1 300,00 300,00
Balanca analitica 1 10.000,00 10.000,00
Capela de fluxo laminar 1 28.000,00 28.000,00
pHmetro 1 2.000,00 2.000,00
Estufa de secagem 1 5.000,00 5.000,00
Estufa bacteriolégica 1 4.000,00 4.000,00
Incubadora BOD para larvas de G.mellonella 1 20.000,00 20.000,00
2. Equipamento importado 425.000,00
Cromatografo de permeacdo em gel e exclusédo 1 425.000,00 425.000,00
de tamanho
Valor total Capital (R$) 703.900,00
Bolsas
1. Bolsas DTI 396.000,00
Bolsa DTI A 2 4.000,00/més 288.000,00
Bolsa DTI B 1 3.000,00/més 108.000,00

2. Bolsas ATP 14.400,00




Bolsa ATP B 1 400,00/més 14.400,00
Valor total Bolsa (R$) 410.400,00
Total do Projeto (R$) | 1.500.000,00
e) Cronograma fisico-financeiro:
Ano/Trimestre
Atividades 2023 2024 2025

10|20|30|40 10|20|30|4o 10|20|30|4o

Implementacéo de bolsistas

Orcamento min. - Valor R$ 266.400,00

1. Orcamento max. - Valor R$ 410.400,00
(DTI-A, DTI-B e ATP-B) X TXIX XXX XIX][XTX[X]X
Orcamento min. - Valor R$ 274.400,00
2. | Aquisicdo de equipamentos | (|)rgar|nent<|) mé|x.-\|/alor|R$6|93.9|00,0(|) |
X[ X | X
Orcamento min. - Valor R$ 27.596,00
3. Lixo plastico de origem aquética | |Or(;a|men'To me?x. - T/alor| R$ |15.5<.|96,00| |
X | X X | X
Coleta e transporte do lixo plastico ClrEmET M, « Wl RS0 T
3.1 ; Orcamento max. - Valor R$ 3.740,00
recolhido
[ Ix[ [ [ [x] | [ |
Orcamento min. - Valor R$ 23.856,00
3.2 | Caracterizagéo do lixo plastico recolhido | |Or(;a|men'To me?x. - T/alor| R$ |11.8':'|>6,00| |
X1 X X1 X
~ . . Orcamento min. - Valor R$ 3.000,00
4, lt\)/:iratéterr;((;jz%cl)art;:rda(teor:glsggclgsetos Orcamento max. - Valor R$ 3.000,00
9 P X [ X [ X[ XXX X][X]X]X][X]X
Orcamento min. - Valor R$ 3.000,00
4.1 | Galleria mellonella Orcamento méx. - Valor R$ 3.000,00
XXX X[ XX X[ X[ x][x]X]x
Orcamento min. - Valor R$ 0,00
4.2 | Tenebrio molitor Orcamento méx. - Valor R$ 0,00
[ [ IXIXIXIX[X[X][X]X]X
Projeto, desenvolvimento e construcéo Orcamento min. - Valor R$ 159.100,00
5. de uma estacéo de tratamento de lixo Orcamento méx. - Valor R$ 159.100,00
pléstico por larvas de insetos X IxIxIx] [ [ Ix] [ | [IX
51 | Constiugo da estagdo de tratamento de rgamento méx —Valor RS 120.000,00
ixo plastico
xIxixl [ [ [ [ [ [ [ |
Implementagdo e manutengédo da estagao Orcamento min. - Valor R$ 36.000,00
5.2 de tratamento de lixo plastico Orcamento méx. - Valor R$ 36.00,00
P [T X IXIXTIXIXIX[X[X]X
Uso de microparticulas de plasticos O il o VAP (R ST
5.3 flUOrescentes Orcamento méx. - Valor R$ 3.100,00
[ [ [ Ix[x[ [ [ [ |
Estudo e caracterizacdo dos Orcamento min. - Valor R$ 248.694,00
6. | subprodutos durante e apés o | (|)r<;ar|nent<|3 mé|x. - \|/alor|R$ 1|97.1|94,0(|) |
processo de tratamento X X X X
Orcamento min. - Valor R$ 66.064,00
6.1 | Deteccgédo e tratamento de gases | |Or(;a|men'To mé|1x.-T/anr| R$ €|56.06|34,00| |
X X X X
Caracterizagdo quimica do material icamentchiiEl dluirREVUEEY
6.2 organico residual Orcamento méx. - Valor R$ 49.060,00
| [ [ Ix[ [x] [x] [x]
6.3 Analise bromatologica do material Orcamento min. - Valor R$ 0,00

organico residual

Orcamento max. - Valor R$ 0,00




[ [ [ [x[ [x[ [x] [x]
- . C . Orcamento min. - Valor R$ 112.070,00
6.4 Aneills.e m|crgdb|ollog|ca do material Orcamento max. - Valor R$ 82.070,00
organico resiaua | | | | X | | X | | X | | X |
;| vatigao a oiidase o marera st .-t 525055
orgénico residual | | | [ X | X | [ X | X |
Ecotoxicidade do material organico Orcamento min. - Valor R$ 1.930,00
7.1 | residual para aplicagédo como adubo Orcamento méx. - Valor R$ 1.930,00
organico | [ [ [x[ [x[ [x] [x]
Toxicidade do material organico residual Orcamento min. - Valor R$ 4.000,00
7.2 | para aplicagdo como componente de Orcamento méax. - Valor R$ 4.000,00
rac&o animal | [ 1 Ix] [Ix] [x] [x]
Descarte residuos quimicos e Orgamento min. - Valor R$ 0,00
8. biolégicos provenientes do processo QUFETIETD [ 0, WELAT [R5 0,00
gicos p P X XX IXIXIX]IX]X]X]X]X]X
Orcamento min. - Valor R$ 0,00
9. | Divulgacéao cientifica Orcamento méx. - Valor R$ 0,00
X XIXIX[X]IX]IX[X][X]X]X]X
ReuniGes de acompanhamento e Orcamento min. - Valor R$ 8.880,00
10. liaco Orcamento max. - Valor R$ 8.880,00
i x| | [ [ [x[ [ [ [ [ [X
Relatérios técnicos e publicacéo de Orcamento mi,n. 2Vl R 00
11. artigos Orcamento max. - Valor R$ 6.000,00
[ Ix[ [ [ [ 1 [X
Orcamento min. - Valor R$ 1.000.000,00
Total Orcamento max. - Valor R$ 1.500.000,00
X XXX XXX X][X]X]X]X

f) Grau de interesse e comprometimento de empresas com 0 escopo da proposta,
guando for o caso;

Contamos com colaboracéo ja estabelecida com duas empresas startups, a saber:
Regenera Moléculas do Mar e Nui Insect Science Servicos em Pesquisa Cientifica e
Inovacéo Tecnoldgica Ltda.

A Regenera Moléculas do Mar, representada pela pesquisadora Dr? Vanessa
Agostini, que atua como coordenadora de pesquisa e desenvolvimento, trata-se de uma
empresa de base tecnologica focada em Pesquisa, Desenvolvimento & Inovagédo cuja
missdo é disponibilizar a biodiversidade quimica brasileira de origem marinha para as
necessidades de inovacao da industria sob as devidas licencas. Sendo assim, a empresa se
pauta pela inovacao tecnoldgica e pelos cuidados com o meio ambiente, foco deste edital.
Desta forma, a empresa fornecera suporte nas questdes envolvendo inovacao, bem como
dara suporte aos ensaios toxicoldgicos envolvendo o residuo gerado.

A Nui Insect Science, representada pelos pesquisadores Dr. Rafael da Silva
Gongalves e Dr. Sandro Daniel Nornberg, contribuirdo com expertise na area de
entomologia. A empresa fornecera o inseto T. molitor para a implementacédo na estacao de
tratamento de lixo plastico, e prestard consultoria no estabelecimento do ciclo de vida do

inseto no biorreator. A Nui Insect Science possui interesse na avaliagdo do consumo do




material organico residual para alimentacdo de animais de corte.

g) ldentificacdo de todos os

funcdes:

membros da equipe do projeto, com suas respectivas

Nome

CPF

Instituicao/
UF

Funcéao

Dedicacéo
(horas/
meés)

Danielle da Silva
Trentin

00755701062

UFCSPA/RS

Coordenadora do projeto. Fara o
acompanhamento de todas as
etapas do projeto e sera responsavel
pela criacdo do inseto Galleria
mellonella e a implementacéo dos
insetos (G. mellonella e T. molitor)
na estacao de tratamento de lixo
plastico. Ira colaborar na analise
microbioldgica do material organico
residual gerado

40

Adriana Seixas

95468706091

UFCSPA/RS

Sera responsavel pela
caracterizacdo quimica do material
orgéanico gerado (analise
bromatoldgica e determinag&o de
pH). Ir& colaborar na organizagdo da
coleta de lixo plastico de origem
aquética.

16

Rosane Angélica
Ligabue

50182277020

PUCRS/RS

Responsével pelo projeto e
implementacéo da estacéo de
tratamento de lixo plastico, bem
como pela detecc¢éo e tratamento de
gases produzidos e pela
caracterizagdo quimica do material
organico gerado (analise elementar,
e presenca de micro e nanoplastico)

12

Eliane Romanato
Santarém

56148593068

PUCRS/RS

Responsével pela caracterizagéo
(eco)toxicol6gica do material
organico gerado em plantas (teste de
emergéncia e crescimento de
mudas).

Alexandre José
Macedo

62649957034

UFRGS/RS

Responsével pelo projeto e
implementacao da estacéo de
tratamento de lixo plastico, bem
como pela caracterizagéo
microbioldgica do material organico
gerado.

Luiza Abrahéo
Frank

01416905006

UFRGS/RS

Sera responsavel pela
caracterizacdo do material orgénico
gerado (determinacéo da presenca
de micro e nanoplastico através de

andlises de tamanho de particulas) e
pela avaliagao toxicol6gica em
modelo animal roedor.

Denise Brentan da
Silva

93662297191

UFMS/MS

Seré responsavel pela
caracterizacdo quimica do material
orgéanico gerado (estudo
metabolémico).

12

Jeane Estela
Ayres de Lima

51141884020

UnB/DF

Responsavel pelo projeto e
implementacéo da estacéo de
tratamento de lixo plastico, bem

40




como pela detecc¢édo e tratamento de
gases produzidos. Ira colaborar
organizacao da coleta de lixo
plastico de origem aquatica.

Vanessa Ochi

01858207002

Empresa
Regenera
Moléculas

Sera responsavel pela avaliacéo da
(eco)toxicidade em Eisenia andrei do
material organico gerado no final do

processo. Ira colaborar na
organizacéo da coleta de lixo
plastico de origem aquatica.

Agostini
do Mar /RS

Ir4 colaborar nas anélises
microbiolégicas e screening
gendmico de microrganismos 4
probiéticos do material organico
residual gerado.

Harvard

05621700902 ; )
University

Janira Prichula

Responsével pelo projeto e
implementacéo da estacédo de
tratamento de lixo plastico, bem
como pela detecc¢édo e tratamento de
gases produzidos, e quimica do
material organico gerado (analise
elementar, e presenca de micro e
nanoplastico). Ira colaborar pela
caracterizacdo microbiolégica e na
coleta de lixo plastico de origem
aquatica.

Gabriela Messias

Miranda Menezes PUCRS/RS

02743626003 160

Responsavel pelo projeto e
implementacéo da estacéo de
tratamento de lixo plastico, bem

como pela caracterizagéo
microbiolégica e quimica do material 80

orgéanico gerado (analise

bromatoldgica e determinagéo de
pH). Ira colaborar na coleta de lixo

plastico de origem aquética

Andressa

Fernandes Pivato UFCSPA/RS

06176237912

h) Indicagdo de colaboragdes ou parcerias ja estabelecidas com outros centros de
pesquisa no exterior nas respectivas areas de atuacdo do projeto, com descri¢cao
detalhada das estratégias e mecanismos efetivos para concretizacao da colaboracgao
ou parceria;

O projeto conta com a parceria estabelecida com a Harvard University, por meio da
Dr2 Janira Prichula, pesquisadora no Massachusetts Eye and Ear Hospital da Harvard
Medical School. A Dr? Janira possui experiéncia nas areas de bioinformatica, biologia e
microbiologia molecular, filogenética e filogendmica de procariotos. Sera responsavel pelas
analises relacionadas com a deteccdo e o screening genémico de microrganismos
probiéticos no material organico residual da estacdo de tratamento de lixo plastico. Estuda
especialmente bactérias do género Enterococcus, o objeto de sua tese de doutorado
(PRICHULA et al., 2016; PRICHULA et al., 2021).




i) Disponibilidade efetiva de infraestrutura e de apoio técnico para o desenvolvimento
do projeto

O Laboratério de Bacteriologia & Modelos Experimentais Alternativos (UFCSPA), sob
responsabilidade da Prof. Danielle Trentin, foi inaugurado em 2022 e aloca a criacao
laboratorial do inseto G. mellonella, contando com o apoio técnico da bioterista Nicole
Bondarczuk. Além disso, a docente atua no Laboratério de Microbiologia Molecular
inaugurado em 2016. Equipamentos disponiveis incluem autoclaves, fluxo laminar, estufas
microbioldgicas, incubadoras, geladeiras, freezers, termociclador e PCR em tempo real.
Adicionalmente, a UFCSPA conta com sequenciador Sistema MiSeq - lllumina, sendo este
um equipamento multiusuario da Instituicdo. A UFCSPA possui central analitica moderna,
multiusuario, que possui espectrofluorimetro, espectrofotdmetro UV-VIS, espectrofotdbmetro
de absorcao atdbmica, cromatégrafo a gas acoplado a detector de massa, calorimetro de
varredura diferencial, sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
espectrofotométrico de arranjo de diodos e detector de fluorescéncia, sistema de
cromatografia liquida de alta velocidade com espectrofotdbmetro de arranjo de diodo detector
e um extrator acelerado por solvente, os quais podem ser utilizados para o desenvolvimento
desta proposta.

Os laboratorios proponentes da UFRGS estado inseridos em centros de exceléncia
em pesquisa no pais, a saber, na Faculdade de Farmacia e no Centro de Biotecnologia da
UFRGS, e dispbem de toda a infraestrutura basica para o desenvolvimento dos objetivos
aqui propostos. Equipamentos comuns de laboratério, como centrifuga, leitora de
microplacas, estufa microbioldgica, e estrutura para manutencéo da larva Galleria mellonella
e de Eisenia andrei estado disponiveis no Centro de Biotecnologia, assim como Zetasizer®,
Mastersizer® e Nanosight®, estéo disponiveis na Faculdade de Farmacia.

A PUC-RS, conta com o Laboratorio de Caracterizagdo de Materiais (LCM) e o
Laboratério de Espectroscopia localizados na Escola Politécnica. O LCM possui
equipamentos para analise termogravimétrica (SDT Q600 da TA Instruments), calorimetria
exploratéria diferencial (DSC Q20 da TA Instruments), andlise dindmico-mecéanica (DMA
Q800 da TA Instruments), reologia (Reémetro Discovery TA Instruments) e dureza nas
escalas Shore A e D (Bareiss). Ja o Laboratério de Espectroscopia possui equipamentos
para andlises de espectroscopia no infravermelho (Perkin Elmer), na regido-UV-Vis (Agilent)
e espectrometria de absorcdo atbmica por chama (Varian). Além disso, conta com o
Laboratério de Biotecnologia Vegetal localizada na Escola de Ciéncias da Saude e da Vida,
gue possui uma infraestrutura robusta para analise do crescimento de plantas e do
metabolismo celular, incluindo uma sala de cultivos com temperatura e luminosidade

controlada, e uma casa de vegetacgéo.



O Laboratério de Produtos Naturais e Espectrometria de Massas (LaPNEM) da
UFMS é um laboratorio multiusuario de reconhecimento nacional e internacional.
Atualmente, o LaPNEM conta com toda a infraestrutura para a cromatografia em coluna
(vidrarias e materiais), um sistema de CLAE-DAD em escala semi-preparativa e um
equipamento de CLAE-DAD-EM. Este equipamento de espectrometria de massas de alta
resolucéo (MicrOTOF-Q Il - Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA) é composto por fonte de
ionizacdo por eletrospray e analisadores de quadrupolo-time-of-flight (Q-TOF), o qual € um
equipamento multiusuario e atende a diversos pesquisadores no Brasil. O LaPNEM
disponibiliza uma agenda comum aos usuarios dos equipamentos, para que todos possam
agendar a utilizacdo dos mesmo sem a necessidade de confirmar pessoalmente a
disponibilidade do equipamento, e conta com duas técnicas que auxiliam em todos os

experimentos.

j) Estimativa dos recursos financeiros de outras fontes que serdo aportados pelos
eventuais Agentes Publicos e Privados parceiros

Recentemente o projeto intitulado “Biodegradacao de plastico por larvas de Galleria
mellonella: caracterizacdo do processo e papel da microbiota do animal’, sob coordenacao
da Prof2. Danielle Trentin, foi aprovado para concesséao de auxilio financeiro (R$ 31.000,00)
junto a Fundagdo de amparo a pesquisa do estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS) no
Programa Pesquisador Gaucho (PqG) - Edital FAPERGS 07/2021. Trata-se de um trabalho
de pesquisa basica em andamento em nosso laboratério, relacionando ao projeto aqui
submetido, que estuda os mecanismos bioquimicos envolvidos na biodegradacdo de
polietileno por larvas de G. mellonella, mas n&o objetiva a aplicagéo pratica em um sistema,
como o presente projeto visa. Novas submissdes poderdo ser realizadas no futuro para
Editais/Chamadas de fomento a pesquisa, mas no momento ndo dispomos de outras fontes

de financiamento para a execucao do projeto proposto.

k) Carater multidisciplinar e interdisciplinar da proposta

Esta proposta prevé a elaboracéo, o desenvolvimento e a constru¢do de uma estacao
de tratamento de plasticos oriundos de ambientes aquaticos, utilizando larvas de insetos, e
0 aproveitamento dos residuos gerados como produtos de interesse comercial (carbonato,
adubo orgénico e/ou ragdo animal). Para tanto, uma equipe multi e interdisciplinar foi
estruturada, incluindo pesquisadores com expertise (i) na criacdo de larvas de inseto, (ii)
quimica organica, (iii) quimica de polimeros, (iv) engenharia dos materiais, (v) engenharia
quimica, (vi) microbiologia, (vii) biologia marinha, (viii) biotecnologia, (ix) ecologia e (x)
toxicologia. A interacdo entre diferentes &areas do conhecimento fornecera visdes

complementares no intuito de contribuir em tecnologias sustentaveis para a decomposicao



e o tratamento de plastico (Figura 2). Sendo assim, nossa equipe executora € composta por
pesquisadores das seguintes instituicdes:

I._Universidade Federal de Ciéncia da Saude de Porto Alegre (UFCSPA): A Prof. Danielle
Trentin (bolsista produtividade do CNPg PQ 2) realizou pés doutorado Centro de

Biotecnologia da UFRGS (2013-1016) e € lider do grupo de pesquisa Bacteriologia &
Modelos Experimentais Alternativos. E membro permanente dos Programas de Pods-
Graduacdo em Biociéncias e possui experiéncia em Microbiologia, no estudo de larvas de
Galleria mellonella e em Biotecnologia. Desenvolve pesquisas focadas para no estudo de
moléculas com potencial biotecnolégico para aplicacdo em processos de degradacéo de
residuos plasticos e em processos infecciosos. A Prof. Adriana Seixas realizou pos-
doutorado durante os anos de 2008 a 2011 no Centro de Biotecnologia da UFRGS com
estagio (2011) na Hokkaido University, Japdo. E membro do Instituto Nacional em
Entomologia Molecular. E membro permanente dos Programas de Po6s-Graduacdo em
Ciéncias da Saude e de Biociéncias e coordenadora do grupo de pesquisas em
Biotecnologia em Saude da UFCSPA. Desenvolve pesquisas com enfoque na prospeccao e
producdo de moléculas bioativas, voltadas para o estudo de enzimas e seus inibidores,
visando aplicacdo biotecnolégica na area da saude humana e animal e inddstria de
alimentos. A Me. Andressa Fernandes Pivato € Doutoranda e Mestra em Biociéncias
(UFCSPA). Possui graduacdo em Engenharia Bioquimica pela Universidade Federal do Rio
Grande (FURG) e estuda a biodegradacéo de plastico sintético por larvas de G. mellonella.
Outros discentes que atuam em projetos na area de biodegradacao de plastico sintético por
larvas de G. mellonella sdo Maria Luisa de Oliveira (nivel mestrado), Isadora de Oliveira e

Silva e Fernanda Perini Concatto (ambas nivel iniciacdo cientifica).

Il._Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUCRS): A Prof. Rosane Ligabue,

vinculada ao Programa de PéOs-Graduagcdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais

(PGETEMA/PUCRS), possui expertise na area de Transformacdo e Reaproveitamento de
Residuos, incluindo a biodegradacéo de poliolefinas e transformacgéo de CO, e CHa. A Prof.
Eliane Santarém é docente do Nucleo Permanente do Programa de Pés-graduacgéo Ecologia
e Evolucdo da Biodiversidade. Desenvolve pesquisas em desenvolvimento de plantas
associadas a microrganismos do solo e no efeito da interacdo raizes-microrganismos na
atenuacdo dos estresses vegetais bidticos e abibticos. Atualmente, conduz estudos em
tolerancia de bactérias a pesticidas e sua possivel utilizacdo como bioremediadores. A Me.
Gabriela Messias € professora de Biologia no CNEC Santa Bérbara (Arroio dos Ratos/RS)
e doutoranda e Mestra pelo PGETEMA/PUCRS. Possui graduagdo em Engenharia Quimica
na PUCRS e tem experiéncia em degradacao e biodegradacao de polietileno via enzimatica,

desenvolvimento de nanodispersfes aquosas de poliuretano com adicdo de cargas



inorganicas para aplicacdo em tintas especiais, atendimentos e consultoria a empresas
alimenticias em boas praticas de fabricacdo, orcamentos, normas e legislacbes acerca de

analises microbioldgicas e fisico quimicas em alimentos.

Il._Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). O Prof. Alexandre Macedo

(bolsista produtividade do CNPg PQ 2), é vinculado ao Departamento de Producéo de

Matéria-Prima da Faculdade de Farmacia e ao Centro de Biotecnologia. Realizou doutorado
em Microbiologia no Helmholtz Centre for Infection Research, Braunschweig, Alemanha. E
lider do grupo de pesquisa Biofilmes e diversidade microbiana, possuindo expertise na area
de Microbiologia, prospeccéo de metabdlitos bioativos, e criacdo e estudo com larvas de G.
mellonella. A Prof. Luiza Frank, vinculada ao Departamento de Producdo e Controle de
Medicamentos da Faculdade de Farméacia/UFRGS, tem experiéncia em nanotecnologia,
desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos e avaliagéo toxicolégica
in vitro e in vivo. Além disso, possui pés-doutorado pela Universidade de Harvard, onde
adquiriu experiéncia na area de biologia celular e molecular. Em 2021 foi reconhecida entre
as 25 cientistas da América Latina que se destacam por seu trabalho e iniciativas nas areas

da ciéncia e inovagéo.

IV. Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS). A Prof. Denise Brentan da Silva

(bolsista produtividade do CNPq PQ 2), esta vinculada ao Programa de Pés-Graduacao em

Biotecnologia (UFMS), e s6cia-fundadora da startup Arandu Biotecnologia e membro afiliada
da Academia Brasileira de Ciéncias. Tem vasta experiéncia em caracterizacdo de compostos
organicos através de técnicas espectrométricas e aplicacdo de modernas ferramentas
metabolémicas, atuando diretamente em inovacao.

V. Universidade de Brasilia (UnB). A Prof. Jeane Lima_estéa vinculada ao Instituto de Quimica

como professora visitante na area de concentracdo de Engenharia Quimica. Possui
expertise na Transformacédo e Reaproveitamento de Residuos, incluindo a biodegradacéo
de poliolefinas, transformagéo de CO; e CHg, reciclagem de materiais, sequestro de carbono,

biomassa e biocombustiveis.

VI. Empresa Regenera Moléculas do Mar. A pesquisadora Dr2 Vanessa Agostini, € doutora

em Oceanografia Biologica (FURG, 2018) e atuou como docente na Universidade Federal
do Rio Grande. Atualmente é Coordenadora de Pesquisa e Desenvolvimento na empresa
Regenera Moléculas do Mar. Possui experiéncia com ecologia, ecotoxicologia e
biotecnologia aquéatica. Em relagdo ao Lixo no Mar, vem trabalhando desde 2018 na
temética, tanto no Ensino e Extensdo, quanto na Pesquisa. Neste Ultimo, incluindo

publicacoes de artigos (quatro publicacdes em revistas de FI > 9,9) e orientacdes de alunos



de Pos-Graduacdo com trabalhos sobre a poluigéo por lixo no mar e a sua interagdo com o
processo de bioincrustacdo e a influéncia da plastisfera na acumulacdo de outros
contaminantes em residuos plasticos e o seu papel na ecotoxicidade destes. Além disso, é
uma das organizadoras do livro Mar de Plastico: o lixo na costa brasileira, que esta em
processo de publicacdo. Deste 2018 atua em projetos de pesquisa sobre: (i) Poluicdo por
Microplasticos no Ecossistema de Marismas do Estuario da Lagoa dos Patos, RS — FURG
n° 181; (ii) Biodegradabilidade de bioplastico em diferentes condi¢cdes ambientais: potencial
para formacdo de microbioplastico e isolamento de micro-organismos com potencial
biotecnoldgico - UFRGS n° 37707; (iii) (Micro)plastico nas praias da costa do Rio Grande do
Sul: origem, distribuicdo, impactos no ambiente e sua inser¢cdo no registro geoldgico -
UFRGS n° 38122.

VII._Harvard University (EUA). A Dr2 Janira Prichula possui pés-doutorado pelo Programa de

Pés-Graduacao em Biociéncias (PPGBio/UFCSPA) e é pesquisadora na Harvard Medical
School (EUA). E especialista em Direito Ambiental Nacional e Internacional, com expertise
nas areas de bioinformética, biologia e microbiologia molecular, filogenética e filogenémica

de procariotos.
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Figura 2: llustragdo esquemética da interagédo entre os membros da equipe e as respectivas a¢des/atividades no projeto proposto.



I) Estratégia de divulgagdo cientifica* descrevendo claramente o0s objetivos
relacionados a divulgacéo e a difusdo dos conhecimentos e techologias desenvolvidas
constando, inclusive, as formas pelas quais isso sera realizado. (*Entendida como um
conjunto de acdes para a democratizacdo do conhecimento junto a sociedade, desde o
inicio da pesquisa).

Com o objetivo de tornar a ciéncia acessivel (democratizacdo da ciéncia) e contribuir
para a educacdo ambiental da sociedade, a principal estratégia de divulgacao cientifica do
projeto proposto € disseminar conhecimentos e resultados produzidos de forma didatica,
simples e explicativa, especialmente para publico leigo. Para viabilizar a continua divulgacao
cientifica, o projeto prevé um bolsista de apoio técnico em extensao no pais (ATP-B), que
estara diretamente envolvido nestas atividades, e alguns pardmetros foram estabelecidos no

plano de divulgacéo cientifica:

Publicos-alvo:
() Redes de educacéao bésica, incluindo alunos de ensino fundamental e médio, professores,
técnicos e gestores;

(i) Publico nao especializado (publico leigo).

Canais de comunicagéo:

() Plataformas de redes sociais, contemplando as plataformas Instagram, Facebook, TikTok
e Youtube, a fim de aumentar a repercussdo das producdes cientificas e ampliar o pablico
alvo;

(ii) Palestras, seminarios presenciais e/ou on-line, e atividades educacionais com alunos de

escolas de ensino fundamental e médio.

Estratégias de divulgacao cientifica:

() Nas redes sociais envolvera postagens, com periodicidade semanal, nas plataformas
sociais citadas anteriormente, abordando a problematica do consumo e descarte inadequado
de plastico, impacto do lixo plastico nos ecossistemas aquaticos, insetos biodegradadores de
plasticos e sobre como o conhecimento da fisiologia do animal pode impactar no
desenvolvimento biotecnolégico de processos de biodegradacdo. Ainda, a Assessoria de
Comunicacdo Social (ASCOM) das universidades envolvidas podem contribuir como
ferramenta para facilitar a ampliacdo da informacéo a sociedade;

(i) Palestras, seminarios e atividades educacionais (oficinas, acbes coletivas para
recolhimento de lixo plastico em praias e locais publicos de lazer, etc.) em parceria com
instituicdes de educacdo basica, com o intuito de promover a conscientizacdo do uso de

plasticos e impactos da polui¢éo plastica no meio ambiente. Para isso, serdo escolhidas datas



comemorativas relacionadas ao meio ambiente e/ou ciéncia. De acordo com o envolvimento
da equipe do projeto com algumas intuicdes de ensino, algumas parcerias estdo sendo
estabelecidas. E o caso do Colégio Cenecista Santa Barbara, localizado no municipio de
Arroio dos Ratos (RS) da rede de ensino Campanha Nacional das Escolas da Comunidade
(CNEC), e colégios da rede de ensino Marista, na qual esta incluida a PUCRS, instituicdo

colaboradora deste projeto.
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