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“I'm alone, on my own, and that’s all I know

I'll be strong, I'll be wrong, oh, but life goes on

Oh, I'm just a girl trying to find a place in this world
Maybe I'm just a girl on a mission

But I'm ready to fly”

(Taylor Swift)



RESUMO

FRANCISCO SAGGIN, LUISA. Isolamento e caracterizacao de microrganismos do
solo degradadores de polietileno. 2024. 58 f. Dissertagdo (Mestrado em Processos
Quimicos e Biotecnolégicos) — Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Toledo,
2024.

O polietileno é um dos materiais plasticos com maior produgdo comercial. Na sua
tamilia, o PEBD (Polietileno de baixa densidade), representa 60% da produgdo total de
sacolas plasticas, principal componente dos residuos s6lidos urbanos. Tendo em vista
0 exposto, e a esses materiais possuirem um tempo de longa vida extenso, o trabalho
busca encontrar possiveis degradadores e rastrear isolados bacterianos indigenas com
potencial de quebrar essas moléculas, através estado do Parand. O processo para o
isolamento de microrganismos, iniciou-se por meio da selegdo de um ponto de coleta
em relagdo ao tempo de exposicdo do solo, com os materiais despejados. Em seguida,
no laboratério, realizou-se uma diluigdo seriada em solucdo salina 0,9% (p/v), seguida
de um Pour plate. Por conseguinte, as colonias foram aplicadas em Meio Minimo,
contendo 1 g de Polietileno em pé. Ap6s o crescimento das amostra, os meios foram
corados com mistura de 0,1% (p/v) Azul de Comassie R-250, 40% (v/v) de metanol e
10% (v/v) de Acido acético, obtendo-se trés possiveis degradadores: A.R.B, B.D.A e
T.B.I que apresentaram halos no entorno de suas colonias, fator positivo a degradacdo
de polietileno. Por meio de uma segunda metodologia, utilizando-se de meio liquido
mineral e pedagos de PEBD (2 cm), as 3 amostras foram expostas a um processo de
estudo, novamente quanto a suas degradagdes, no qual através de andlises no FTIR,
buscou-se observar mudancas conformacionais em suas estruturas quimicas, através do
aparecimento de bandas caracteristicas. Por fim, realizou-se uma coloracdo de gram
nas amostras dos isolados positivos e logo em seguida, foi realizado o sequenciamento
das estruturas do DNA amplificado, no qual determinou-se a espécie dos organismos
positivos a degradagdo, no qual podem ser designados por: Paenibacillus alvei para
B.D.A e Rhodanobacter spathiphyilli para A.R.B. Quanto a amostra T.B.I, durante o
sequenciamento denotou-se, o aparecimento de duas bandas de leitura, inferindo
um consoércio de dois microrganismos, para anélise e comprovacdo do observado foi
necessdrio realizar um isolamento da amostra, no qual identificou-se o crescimento
conjunto de duas espécies distintas. Com os resultados obtidos, este trabalho destaca que
os isolados bacterianos encontrados, podem contribuir ativamente para a biodegradagao

de polietileno e serem uma opgdo para esse processo degradativo.

Palavras-chaves: Bioprospeccdo, solo, polimeros.



ABSTRACT

FRANCISCO SAGGIN, LUISA. Isolation and characterization of soil microorganisms
degrading polyethylene. 2024. 58 f. Dissertation (Master in Chemical and
Biotechnological Processes)-Universidade Tecnolégica Federal do Parand. Toledo, 2024.

Polyethylene is one of the plastic materials with the highest commercial production.
In its family, LDPE (low density polyethylene) represents 60% of the total production
of plastic bags, the main component of municipal solid waste. Considering the above,
and these materials have a long life time extended, the work seeks to find possible
degraders and track indigenous bacterial isolates with potential to break down these
molecules through the state of Parana. The process for the isolation of microorganisms,
was started by selecting a collection point in relation to the time of exposure of the soil,
with the materials poured. Then, in the laboratory, a serial dilution was carried out
in saline 0.9% (w/v), followed by a Pour plate. Therefore, the colonies were applied
in Minimum Medium, containing 1 g of polyethylene powder. After sample growth,
the media were stained with a mixture of 0.1% (w/v) Comassie R-250 Blue, 40% (v/v)
methanol and 10% (v/v) acetic acid, obtaining three possible degraders: A.R.B, B.D.A
and T.B.I that presented halos in the environment of their colonies, positive factor
to the degradation of polyethylene. By a second methodology, using mineral liquid
medium and pieces of LDPE (2 cm), the 3 samples were exposed to a study process,
again regarding their degradations, in which through analysis in the FTIR, we sought to
observe conformational changes in their chemical structures, through the appearance of
characteristic bands. Finally, a gram staining was performed in the samples of positive
isolates and soon after, the sequencing of amplified DNA structures was carried out, in
which the species of the positive organisms to degradation was determined, in which
they can be designated as: Paenibacillus alvei for B.D.A and Rhodanobacter spathiphyilli for
A.R.B. As for the sample T.B.I, during sequencing it was noted that two reading bands
appeared, inferring a consoércio of two microorganisms, for analysis and verification
of the observed was necessary to perform an isolation of the sample, in which it was
identified the joint growth of two distinct species. With the results obtained, this work
highlights that bacterial isolates found, can actively contribute to the biodegradation of
polyethylene and be an option for this degradative process.

Keyword: Bioprospecting, soil, polymers
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1 INTRODUCAO

Diante das constantes destruicbes ambientais e a massiva extracdo de recursos
pelo ser humano, solu¢des que busquem mitigar e desacelerar o efeito catastréfico,
tornam-se alternativas de grande valia, no que tangem a tentativas de reversdo do quadro.
Um dos principais vildes e colaborador do aumento gradativo da desregulagdo no
globo terrestre e dos biomas, sdo os materiais oriundos da classe dos polietilenos. Estes
produtos, polimeros sintéticos e organicos, de base petroquimica, tem por caracteristica
possuirem um preco acessivel, serem leves, fortes, durdveis e resistentes a corrosoes,
além de apresentar uma alta condutividade térmica e conter boas propriedades quanto
a isolamentos elétricos (THOMPSON et al., 2009).

Em juncdo ao descrito, a facilidade de utilizacdo de componentes oriundos
dos polimeros, acaba por substituir outros materiais como: vidro, metal, madeira e
tibras naturais. Todavia, algumas das qualidades desejaveis desses compostos, sdo
também suas principais limita¢des, justamente por serem resistentes a degradagdo fisica
e quimica, o que significa que podem persistir como residuos no ambiente durante
décadas ou até mesmo séculos (CO-OPERATION; DEVELOPMENT, 2022).

A produgédo global de plésticos emergiu-se aproximadamente na década de
1950 e gradualmente atingiu um nivel alto devido ao seu uso cotidiano, aumentando
significativamente sua confeccdo. Em termos de percentual global de manufatura, em
1960, 1,5 milhdes de toneladas foram confeccionadas, segundo Alimba e Faggio (2019)
em fronte aos 353 milhdes no ano de 2019 descrito por Co-operation e Development
(2022) e 400,3 milhdes no ano de 2022, conforme descrito por EUROPE (2023). Em suma,
8 bilhdes de toneladas de plésticos foram manufaturadas neste periodo de tempo. Em
comprovagdo ao destacado, observa-se que a alta producdo dos compostos, geraram
um aumento no residual global, no qual denota-se ao referir-se aos dados descritos
no periodo de 2000 a 2019, em que as quantidades duplicaram-se de 156 milhdes de
toneladas para 353 milhdes (CO-OPERATION; DEVELOPMENT, 2022).

Os fatores se tornam agravantes ao se observar que apenas 55 milhdes de
toneladas destes residuos foram recolhidos para reciclagem, todavia 22 milhdes ainda
necessitavam de um segundo tratamento para descarte. Em tltima andlise, tratando-se
em termos percentuais, 9% dos residuos plasticos sdo reciclados, 19% foram incinerados
e cerca de 50% foram para aterros sanitarios. Os 22% restantes foram alienados em
lixdes ndo controlados, queimados a céu aberto ou vazados para o meio ambiente
(CO-OPERATION; DEVELOPMENT, 2022). No Brasil, conforme ABREMA (2023),
estima-se que as cidades geraram 77,1 milhGes de toneladas de residuos sélidos urbanos
no ano de 2022, sendo que apenas 4% desses materiais passaram por um processo de
reciclagem, fato denotado por Gandra (2022), em que a autora suscita que dos 5570
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municipios do pais, 1500 ndo possuem nenhum projeto voltado para reciclagem.

Como consequéncia, do ndo tratamento e descartes incorretos, os polimeros tem
se tornado uma crescente problemdtica no que tange em termos ambientais, tendo em
vista que seu acimulo, tem afetado ecossistemas com um todo. Um dos principais
fatores para essa perspectiva, provém que grande parte dos materiais produzidos com
essas caracteristicas tendem a ser produtos de facil descarte, conforme descreve, Nielsen
et al. (2019 apud YAO; SEONG,; JANG, 2022). Além disso o autor acrescenta que o
custo de produgdo do plastico é muito inferior ao custo de reciclagem, gerando como
consequéncia um grande actimulo de residuos plédsticos no ambiente natural. Fator no
qual impacta de forma extremamente negativa a vida de espagos terrestres e maritimos,
por serem resistentes a decomposicdo natural (YAO; SEONG; JANG, 2022).

E de grande consenso, que seus efeitos adversos tem desregulado espacos
naturais, como observa-se nas superficies maritimas e sua biodiversidade, que no
decorrer das décadas, conforme expansdo do ser humano pelos territérios, gerou graves
alteracdes nos ecossistemas que os compdem. Em termos agravantes, Adams (2005 apud
THUSHARI; SENEVIRATHNA, 2020), denota que os recintos apresentam conexdes
intrinsecas com o ambiente terrestre, portanto as mudangas que ocorrem em um sistema
geram um impacto significativo em outro. Fato que se confirma, por esses materiais
serem inertes e estaveis com relagdo a sua natureza, devido a sua hidrofobicidade,
cristalinidade e alto peso molecular. Por esses motivos, que uma folha de polietileno
mantida em solo imido por um periodo de tempo de 12 anos, acabou ndo mostrando
uma perda de peso significativa, tornando-se ainda mais agravante o fato, pois somente
ap0s 32 anos, o material apresentou uma parcial degradacdo em sua estrutura (SEN;
RAUT, 2015; OTAKE et al., 1995; POTTS, 1978).

Além disso, a lixiviagdo do lixo plastico acumulado em aterros ou espagos de ndo
destinacdo, decorrentes do acimulo de polimeros, geram diminuigdo da capacidade dos
aterros e uma taxa muito lenta de degradacdo do LDPE no ambiente. Fato que podem
levar a afetar a populagao e a atividade de microrganismos no solo, bem como em
espacos maritimos, que podem gerar sufocamento por parte dos animais devido a sua
ingestdo, acrescidos de altas taxas de mortalidade, inibi¢do de crescimento e reproducdo
das espécies que compdem esses espagos (YAO; SEONG; JANG, 2022; JUNG et al., 2020;
SEN; RAUT, 2015).

Tendo em vista esses aspectos denotados e a crescente problemética que se
desenvolve, a busca por solugdes que visem contornar esses cendrios podem ser aliadas
no enfrentamento. Uma das possibilidades tem como origem os microrganismos
degradadores de materiais poliméricos, que possuem a capacidade de degradar esses
compostos, assim facilitando o processo de elimina¢do dos mesmos no meio ambiente.

Referente aspecto, pode ser denotado em artigos cientificos que citam suas habilidades
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e eficiéncias, tais como, Hadad, Geresh e Sivan (2005), que utilizou-se de uma bactéria
termofilica, Brevibaccillus borstelensis 707, isolada do solo para degradar polietileno de
baixa densidade, no qual apresentou em seus resultados, durante um periodo de tempo
de incubagdo, em termos de perda gravimétrica e peso molecular de cerca de 11 e 30%
respectivamente. Quanto a Park e Kim (2019), também utilizando-se de amostras de
materiais s6lidos de um espaco de deposicao de residuos, sendo seus isolados culturas
bacterianas de Bacillus sp. e Paenibacillus sp, amostras essas que exibiram em seus
resultados, uma perda de 14,7% quanto ao peso molecular, atrelado a uma redugédo de
22,8% para o diametro médio das particulas.

Partindo-se dos fatos exposto e suas boas inferéncias, o trabalho volta-se por
meio da metodologia de bioprospecgao, bioprospectar nos compdsitos minerais (solo),
microrganismos oriundos do aterro sanitdrio da cidade de Toledo, no estado do Parané-
Brasil, com capacidade de degradar polimeros, tendo como objetivo final encontrar,
uma nova possibilidade de contorno no que se refere a problemaética das deposicoes de

plasticos no ambiente terrestre.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INTRODUCAO A HISTORIA DOS POLIMEROS SINTETICOS

A pouco mais de cem anos, os plasticos atualmente conhecidos, ainda ndo
eram de conhecimento por parte da sociedade. Muito antes do desenvolvimento
de plésticos comerciais, 0s poucos materiais existentes exibiam caracteristicas tnicas,
embora fossem considerados fortes, transltcidos, leves e moldaveis, apenas algumas
substancias possuiam essas qualidades em torno de suas moléculas. Em termos atuais,
estes compostos sdo conhecidos como plésticos naturais, por terem sua origem de
materiais encontrados na natureza, sem a necessidade de utilizar um processo quimico,
como os compostos atuais, devido a essa caracteristica, se constituem como um ponto
de partida para uma breve histéria dos materiais plasticos (LOKENSGARD, 2013).

A introducdo de materiais com caracteristicas plasticas, inicia-se no periodo
medieval, advindo de materiais c6rneos, ou seja, suas bases eram essencialmente de
chifres e cascos de animais. Possuiam como caracteristicas, maleabilidade e resisténcia,
além de ndo oxidarem e ndo proporcionarem sabores desagradaveis aos alimentos.
Mais adiante em 1290, Marco Polo em uma de suas expedicdes a India descobre
a goma laca, um composto produzido por um pequeno inseto chamado lac. Sob
calor e pressdo a goma-laca possuia a capacidade de fluir nas reentrancias de moldes
intrincados e detalhados, todavia, seu estado puro era considerado fraco e fragil. A fim
de contornar esse obstaculo, desenvolveu-se compostos aliados, que possuiam varias
fibras para dar aos objetos moldados um pouco mais de resisténcia. Apesar das grandes
vantagens, a goma-laca, era extremamente afetada, por condi¢des climdticas adversas,
que interferiam no crescimento dos insetos resultando em baixas produgdes e mercado
oscilatério, somados ao apresentado e a outros demais fatores, como envelhecimento e
sua higroscopia (LOKENSGARD, 2013).

Entre os anos de 1920 a 1930, inicia-se uma busca, para substituir a Goma-Laca,
o material escolhido foi a Guta-Percha, um polimero natural extraido de arvores nativas
da peninsula malaia, de nome Palaquium gutta. William Montgomerie, identificou o
uso do material pelos nativos em cabos de facas e denotou a facilidade do polimero
em ser moldavel. Somados ao exposto, o composto, foi sendo utilizado e acrescido no
meio industrial, devido ao fato de possuir capacidade de ser esticado, além de serem
resistentes a vulcanizagdo, o tornando-o um excelente isolante para fios e cabos elétricos,
pois resultavam em condutores flexiveis, impermeaéveis e imunes a ataques quimicos.
Todavia, a Guta-Percha, assim como sua antecessora Goma-Laca, era inconsistente,
pois apresentava nos entornos de materiais, contaminag¢des que geravam pontos de
isolamento com baixa capacidade de condutividade, gerando como consequéncia, curtos
circuitos em cabos banhados pelo polimero (LOKENSGARD, 2013).
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Tendo em vista as dificuldades de coleta, armazenamento e purificacdo desses
materiais, no que tange as produgdes fabris, comecou-se uma busca por compostos
naturais mais resistentes a manufatura ap6s modificagdes quimicas, entra-se nessa
questdo a adesdo da borracha natural ou goma de borracha, extraida de Seringueiras
(Hevea brasiliensis). Em comparac¢do a guta-percha, o composto possuia pequena
importancia industrial, devido ao fato de ser extremamente sensivel a alteracoes
de temperatura, nos quais em superiores, o material se torna muito mais macio e
em inferiores ou frias, um composto mais rigido. A partir de 1829, com Charles
Goodyear, ap6s misturar o latex com pé de enxofre, criou-se o processo de vulcanizagao,
tornando-se assim um produto com maior elasticidade e resistente a altas temperaturas
(LOKENSGARD, 2013).

Foi a partir de 1907 que surgiu-se o primeiro material plastico
sintético,desenvolvido por Dr.Leo H. Baekeland: a Baquelite. Composto oriundo de
uma reagdo quimica entre o fenol e o formaldeido, instaurou-se apds sua criagdo o
marco inicial para a introducdo de compostos ndo naturais e por consequéncia,
diminui¢des nos custos industriais, quanto a producdo de plésticos e na facilitacdo dos
processos que o formam. Com o surgimento da baquelite e a compreensdo das
estruturas dos polimeros, segue-se um expansivo desenvolvimento na producdo em
larga escala de intimeros tipos de materiais poliméricos modernos, como sdo os casos:
do poli(cloreto de vinila) (PVC), poli(cloreto de acetila) (PVA), poli(metacrilato de
metila) (PMMA), poliestireno (PS), polietileno de alta e baixa densidade (PEAD e
PEBD), poli(cloreto de vinilideno) (PVDC), poliamida (Nylon), poliuretano (PU),
poli(tetra flaor-etileno) (Teflon), poli(tereftalato de etileno) (PET), além do surgimento
das técnicas de moldagem dos plasticos, que viabilizaram o uso destes para os mais
diversos tipos de finalidades (PEIXOTO, 2013).

Apesar da enorme confianga nos processos de criagdo desses compostos,
problematicas surgiram-se ao longo do desenvolvimento dos polimeros sintéticos,
sobretudo no que tange-se quanto a compreensdo da natureza quimica e estrutural dos
plasticos. Tendo em vista essa barreira, em 1924 Herman Staudinger, por meio de seu
artigo ”Uber Polymerisation”introduziu a primeira e grande definicdo desses
compostos, pelos quais, descrevem os polimeros como substancias de cadeias longas,
conectadas por dezenas de pequenas moléculas unidas, através ligagdes quimicas
covalentes (LOKENSGARD, 2013). As notaveis descobertas estabeleceram o uso de
materiais plasticos como novas diretrizes para a industria, agricultura e sociedade,
principalmente devido ao baixo custo e grande estabilidade, além de ajudar na
compreensdo das sinteses e manejos dos polimeros, que surgiram apds a segunda
metade do século vinte, como é o caso do polipropileno (PP), policarbonato (PC),
copolimero de etileno e acetato de vinila (EVA), além dos plasticos biodegradaveis,
desenvolvidos em decorréncia do aumento do prego do petrdleo, a exemplo do
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polithidroxiburirato) (PHB), poli(hidroxialcanoatos) (PHA), poliacetileno (PA),
polianilina (PAni), poli(4cido latico) (PLA) (PEIXOTO, 2013).

2.2 POLIMEROS COMO MATERIAIS

2.2.1 Construcado e formacao de polimeros

Partindo-se quanto a construcdo de um material polimérico e a formacao de sua
estrutura, os compostos se estabelecem de forma inicial através de blocos quimicos
principais por meio de moléculas quimicas primérias, como é o caso, do etileno,
propileno e o butadieno. As etapas de geragdo de um composto polimérico, partem-se
dos monodmeros que consistem na forma molecular original, a partir da qual um polimero
(produto pléstico) é produzido. Ao conectar-se entre si, 0s mondmeros, por meio de
ligacOes covalentes, geram uma molécula de maior nimero de compostos interligados,
denominada como polimero, o processo de formagdo do composto é efetuado através
de uma Reagdo de polimeriza¢do, no qual caracteriza-se como uma etapa reacional onde
ha uma ligacdo covalentemente forte dos monomeros de baixo peso molecular com os
de alto peso (ALI; ALL SPEIGHT, 2005 apud SPEIGHT, 2020).

E valido ressaltar que os mesmos, podem ser subdivididos em categorias baseadas
em unidades monoméricas interligadas entre si, como sdo os casos: dos dimeros,
trimeros, tetrdmeros, pentameros, octdmeros e continuando a ntimeros superiores.
Além disso, destaca-se a questdo do isomerismo, no qual, diferentes isdmeros de uma
mesma unidade monomeérica, podem apresentar propriedades diferentes e conferir
aspectos opostos entre ambos, o que denota a importancia e complexidade das estruturas
poliméricas. Quanto ao observado, uma das representa¢des mais conhecidas, é a questao
do butileno-1 e butileno-2, onde ha uma simples mudanga na dupla ligagdo, conforme
apresentado na Figura 1 (SPEIGHT, 2020).

Figura 1 — Representacdo estrutural da modificacao da dupla ligacdo do butileno-1 e butileno-2

CH-,CH,CH=CH, CH,CH=CH CHs;
Butileno-1 Butileno-2
1-buteno 2-buteno

Fonte: (SPEIGHT, 2020).

Com a jungdo dos mondmeros entre si, a constru¢do de um polimero se da por
meio de uma reagdo de polimerizagdo. Um processo relativamente simples, mas as
formas nos quais os monémeros sdo unidos podem variar, tornando assim, conveniente
ter mais de um sistema a ser descrito durante a reacdo. Tendo em vista o exposto,

a polimerizacdo ocorre através de uma variedade de mecanismos reacionais que
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apresentam diferentes tipos de complexidade, devido aos grupos funcionais presentes
nos compostos reativos (ODIAN, 2004).

Um sistema de separac¢do dos processos de polimerizac¢do, coloca em questdo do
quanto a molécula original é mantida quando os monoémeros se ligam entre si, é por
meio desse aspecto, que se subdividem em dois tipos de reacdo. Na polimerizagdo de
adicdo, as unidades monomeéricas sdo adicionadas junto com suas estruturas sem sofrer
alteragdes ou eliminag¢des. Por outro lado, a polimerizagdo por condensacédo resulta em
um polimero menos maci¢o do que dois ou mais mondmeros que o formam, devido ao
fato de nem todas as estruturas monomeéricas originais serem incorporadas ao composto.
A 4gua é uma das moléculas mais comuns quimicamente e que sdo eliminadas durante
a polimerizagdo por condensagao (SPEIGHT, 2020; ODIAN, 2004).

Efetuada a reagdo de polimeriza¢do, hd a formagdo do polimero, uma molécula
grande (macromolécula) composta de unidades estruturais repetitivas (mondmeros)
tipicamente ligados por ligagdes quimicas covalentes. Sdo formados por reagdes, nas
quais um grande ntiimero de mondmeros sdo unidos sequencialmente, formando uma
cadeia. Em muitos polimeros, apenas uma dessas pequenas partes sdo utilizadas, em
outros, duas ou trés podem ser combinadas. Esses materiais sdo classificados pelas
caracteristicas das reacdes pelas quais sdo formados, se subdividindo em polimeros
de adigdo (Tabela 1), em que todos os &tomos nos mondmeros sdo incorporados na
estrutura, ndo havendo perda de massa na forma de compostos de baixo peso molecular,
em que o peso de polimero formado é igual ao peso de mondémero adicionado. E por
reagdes de condensacdo (Tabela 2), no qual as estruturas monoméricas sdo liberadas
em compostos menores e de baixo peso molecular, tais como a 4gua, amonia e acido
cloridrico (ODIAN, 2004; JR, 2002).

Tabela 1 - Polimeros selecionados que se encontram na classificacio de adicdo de

hidrocarbonetos
Nome Férmula Monbdmero Propriedades Usos
. . . (CHy=CH, Macio, ceroso Filmes de embrulho
Polietileno - Baixa densidade (LDPE) ~(CHy-CHy)u- Etlero $lido esacols plistias
. . (Hy=CH, » T Isolamento elétrico, garrafas
Polietileno - Alta densidade (HDPE) ~(CHy-CHy)- i Rigido, translticido e sélido ,
tileno e brinquedos
L CH, =CHCH; Atéctico: suave, sdlido eldstico Semelhante ao LDPE, carpetes
Palipropileno (PP) ~{CHy~ CH(CHy )~ Propileno Isotatico: duro, s6lido forte ¢ estofamentos
Palietireno () [CHy-CHC g CHy= CHC6H5 Duro, rigido, sélido cle}rg, soliivel Brinquedos, armdrios e
Estireno em solventes orgdnicos embalagens espumadas
cis-Polsopreno {CHy-CH=ClcHy-Chgy- T UR=C e endiosoestiido Necesia pssa por um

Isopreno
Fonte: Adaptado de (SPEIGHT, 2020).

processo de vulcanizagdo para uso
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Tabela 2 — Exemplos de polimeros de condensagao

Tipo Caracteristica de ligacao
Poliamida -NH-CO-
Proteinas, algododes NH-CO-
e sedas
Poliéster -CO-O-
Poliuretano -S5i-O
Fenol-formaldeido
(Baquelite) -Ar-CHp-

Fonte: Adaptado de (ODIAN, 2004).

2.3 PLASTICOS COMO MATERIAIS

Em correlacdo ao descrito, os termos polimeros e plasticos, sdo dissertados em
conjunto, todavia, a classe polimérica abrange compostos maiores e extensos, no qual
incluem os materiais citados em adi¢do a outros tipos de compostos, como sdo os casos:
da celulose, dos @mbares e das borrachas naturais. Partindo-se da etimologia, a palavra
plasticos, deriva-se do termo “plastikos”, de origem grega e tem como significado: um
material que pode ser moldado nos mais deferentes tipos de formas. Esse produto,
pode ser classificado como parte dos polimeros, uma classe de compostos que possuem
uma larga e complexa cadeia de moléculas, com centenas de repeti¢cdes e estruturas
semelhantes em seu entorno (JOEL, 1995).

Os materiais plasticos que utilizamos com maior frequéncia nos tempos atuais,
tem como base em termos de matérias primas, compostos oriundos de estruturas
organicas ou inorganicas, tais como oxigénio, silicio, carbono, nitrogénio, hidrogénio e
cloreto. Com relagdo as fontes de onde se derivam, carvdo, gés natural e petréleo, sdo
suas principais bases de construcdo e de geracdo de suas estruturas fisicas (SEYMOUR,
1989 apud SHAH et al., 2008). Sob via de regras, sdo deformaveis plasticamente, por
meio de manufaturas sob determinadas condigdes (calor, pressdo) ou sdo moldados
plasticamente (MICHAELI et al., 1995).

Os polimeros plésticos sdo diferenciados de acordo com seus arranjos
estruturais, propriedades fisicas e aplicacdes, todavia a classificagdo de uso geral advém
de seus comportamentos mecanicos, sendo classificados em dois grupos principais,
termopldsticos e termofixos (JR, 2002). Os termopldsticos, ao serem expostos a um
aumento substancial da temperatura e marginal da pressdo, amolecem e fluem,
podendo ser moldados nestas condi¢des e ao retornarem a seu estado inicial se
solidificam, adquirindo a forma do molde. Quando aplicado novamente em
determinadas temperaturas e pressdes, 0 processo se reinicia, concluindo-se entdao que
sdo passiveis de serem recicldveis. Estdo incluidos entre os termoplasticos: poliamida,
polietileno (PE), poliestireno (PS), polipropileno (PP) e cloreto de polivinila (PVC). Em
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oposi¢do, se encontram os termofixos ou termorrigidos, plasticos que ao serem sujeitos
a um aumento substancial da temperatura e marginal da pressao, amolecem e fluem,
adquirindo a forma do molde, se solidificando e com isso, ndo retornando a sua
conformacdo original, tornando-os materiais insoltiveis, infusiveis e ndo-reciclaveis.
Assim, os termorrigidos sdo moldados quando ainda na forma de pré-polimero (antes
da cura, sem liga¢des cruzadas). Como exemplos de termorrigidos, tem-se: poliéster,
tereftalato de polietileno (PET), poliuretano (PU) e resinas acrilicas (JR, 2002; AGUIAR,
2023).

O mercado global desses materiais vem crescendo de forma exponencial,
conforme a exigéncia de seu uso vem aumentando. Quanto a producdo em termos
continentais, no ano de 2023 a Asia e a Oceania juntas, corresponderam a 56% de toda a
fabricagdo, sendo a China detentora de uma porcentagem de 32%, em contraponto as
demais regides, nos quais 21% sdo pertencentes as Américas, 9% ao Oriente Médio em
conjunto a Africa e 14% ao continente Europeu. Somados ao exposto, quanto a
projecdes futuras, em 2060 estima-se que sejam fabricados 1,2 bilhdo de toneladas de
plésticos, o dobro do que se produz atualmente (COMUNICACAO, 2023). A
problemética no entorno dessa grande producdo, estd em que 90% do que se é
consumido é descartado e utilizado apenas uma tinica vez, e cerca de 79% dos residuos
plasticos no mundo sdo armazenados em aterros, resultando em até 2,41 milhdes de
toneladas de residuos de plésticos todos os anos que entram nos oceanos através dos
rios que cortam préximos a esses espagos. Somados a sua alta taxa de recalcitrancia, se
acumulam nos meios naturais por centenas de anos e mesmo apds a passagem do
tempo, liberam pequenos residuos, microparticulas e nanoparticulas, chamados
microplésticos (NATURE, 2018).

2.4 TIPOS DE DEGRADACAO DOS POLIMEROS

Inferindo-se da deposigdo de pldsticos no meio ambiente e devido a sua exposigdo
aos fatores que o permeiam. Os materiais com base em polietileno sdo fortemente
suscetiveis a atividades degradativas, que gerem radicais livres, por meio de quebra
ou clivagem de suas estruturas poliméricas, ou até mesmo por um cross-linking
entre cadeias. Essas rea¢des, conduzem a modificagdes no peso molecular e na sua
distribui¢do, nas propriedades mecénicas e de forma mais externa, na aparéncia do
composto (TOLINSKI, 2015). Tendo em vista, o apresentado, especifica-se que ha
uma segregac¢do quanto aos mecanismos degradativos no que tangem os compostos
com base em polimeros, sendo eles: Degradagao foto-oxidativa, Degradagdo termal e
Biodegradagdo (ZEENAT et al., 2021), fatores ilustrados na Figura 2. Cada mecanismo,
especificado, tem como principal meta romper as moléculas de polietileno e assim, a

tornar mais f4cil de ser degradada ou digerida, com é decorrente na biodegradacao.
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Figura 2 — Representacido esquematica dos mecanismos de degradacio de plasticos

PRODUTO PLASTICO

Microrganismos

DESINTEGRAGAD
Modificacdo fisica (mudanca
Estresse " dimensional, perda de peso, mudancade | Hidralise

viscosidade), quimica (quebra de
ligagoes, reducao de MW) e
propriedades mecanicas (perda de
Calor el forgas, perda de flexibilidade, - — Oxidacio
diminuicio de brilho)

FRAGMENTOS PLASTICO
(=20mm)

Digestdo Aerobica I
C0, +H,0 + Biomassa Microrganismos
+Energia
‘,.-"
Mineralizagio
Digestdo de fragmantos
plésticos resultantes na
iltima geracdo de CO,+H.0
+ produtos biocompativeis

Digestdo Anaercbica
CH, + CO, Biomassa
+Energia

Fonte: Adaptado de (ZEENAT et al., 2021).

Conforme ilustrado na Figura 2, quando os pldsticos sdo expostos a um
ambiente altamente energético, caracterizado por uma carga compardvel aos valores de
energia de suas liga¢des quimicas que as conectam e constituem a espinha dorsal do
polimero que o originam, acabam por resultar em um colapso da arquitetura
macromolecular. Esse caos, gera uma fragmentacado perceptivel, correspondendo ao
inicio da degradagdo, que depende de uma combinagado de vdrios mecanismos e fatores.
O processo de degradagdo dos materiais poliméricos expostos, possuem duas fases: a
desintegracdo e a mineralizacdo. No primeiro caso, a agdo estd intrinsecamente
conectada a deterioracdo das propriedades fisicas, tais como a descoloracdo,
fragilizacdo da estrutura e fragmenta¢do, enquanto na segunda fase, ocorre uma
conversdo final desses fragmentos pladsticos em outra moléculas de facil assimilagdo ao
meio ambiente (KRZAN et al., 2006).
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2.4.1 Degradagédo foto-oxidativa

O conseguinte fator degradante, tem como caracteristicas, partir-se da absorcao
da luz ultravioleta e também da luz visivel, que sdo determinados pelo espectro de
comprimento das ondas, conforme apresentado na Tabela 3. E através desse material
tedrico que torna-se possivel, identificar os comprimentos referentes a absor¢do por
parte de materiais e o corpo humano. Em termos especificos e correlatos aos polimeros
e como essa caracteristica pode atuar como um degradante em termos moleculares,
deve-se compreender que a radiagdo ultravioleta quanto a luz solar a nivel do mar, se
comportam em faixas de comprimento de ondas entre 400 e 290 nm. Os quantum de
luz UV préximos a faixa apresentada possuem energias de 3,1 a 4,3 eV que corresponde
a 72-97 %, indicando que estes referidos comprimentos de onda, possuem energia
suficiente para quebrar as liga¢cdes quimicas mais comuns, como é caso dos compostos
alifaticos em que ligagdes, C-H (94 a 99 &2y C-C (77 a 83 k) e C-O (76 a 79 ), 530
degradadas pela exposigdo a essa faixa de comprimento de luz. Além disso acresce-se
os compostos contendo halogéneos em suas estruturas tais como: C-C1 (82 7-5 kc”l ;) eC-F
(110 k“’f) que também sofrem cisdo por meio dessa emissao (RANBY, 1989)

Tabela 3 — Escala de comprimento de onda para o espectro de luz visivel e UV, energia da luz

correspondente a quanta (ev) e energias de dissociagdo de ligagdo - kcal

Radiacao | Azul Verde Amarelo Laranja Vermelho Unidades de medidas

Uv UV Visivel

300 400 — 500 600 — 700 nm
42 31 — 2,1 — — eV
95 72 @ — 48 — — Keal

mol

Fonte: Adaptado de (RANBY, 1989).

Ao que se refere em termos de luz visivel, especifica-se sua capacidade de quebra
molecular, inferior a radiacdo ultravioleta. Tendo em vista esse aspecto determinante, o
quanta de luz visivel varia em uma faixa entre 400 a 800 nm, possuindo energias de
3,1 a 1,55 eV, correspondendo de 36 a 72 ’:nc—g de energia a ser liberada ou absorvida.
Partindo do exposto, a energia referente a esses quantum, acaba por gerar cisoes, apenas
em ligacdes mais fracas como ocorre nos compostos organicos com halogénios em sua
composic¢do, como ocorre em e C-I e C-Br (67 e 53 % respectivamente), em composigoes
com presenca de O-O, conhecidas como peréxidos de hidrogénio (51 kc”l) e outros demais
compostos organicos (N-N, F-F, Cl-Cl, Br-Br, I-I e HyN-NHj). Em conclusdo, pode-se
inferir que a radiagdo ultravioleta a nivel do mar apresenta, capacidade energizadora
suficiente para quebrar ligagdes quimicas fortes, o que ndo ocorre em relagdo a luz

visivel, em que ligacdes quimicas mais fracas podem ser cisadas (RANBY, 1989).
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2.4.2 Degradagédo termal

Em defini¢do, as Degradagdes Termal e Foto-oxidativa, sdo consideradas
processos similares, e englobam um preceito denominado: Processo oxidativo ou
Degradagdo oxidativa. Todavia, existem diferengas que os segregam, e partem-se das
etapas iniciais de seus processos, dentre as quais ¢é liderada pelo ciclo de auto-oxidagdo,
conforme especificado na Figura 3, no qual denota-se uma simplificacdo visual de como
o processo decorre e os locais, onde materiais antioxidantes, adentram para interferir na
continuidade da reacdo. Esse sistema, de forma circular e auto propagativo, tem como
fundamento gerar um aumento gradual na degradagdo de um polimero, por ser um
processo autocatalitico, suas reagdes quimicas, sdo subdivididas em trés etapas:

Iniciacdo, Propagagdo e Terminagdo (PAOLI, 2009).
Figura 3 — Mecanismos de auto-oxidacao

Radicais livres dos

polimeros formado por Radicais] do Carbono-
calor, radiagdo, central (ex: lactonas AQs),
cisalhamanto, residuos reagindo com R
cataliticos ...
J
RO. + .0OH ROOH + R. ROOC.
by

,, o _ i AOS fendlico (primério),
AQS fendlico (primario), Fosfito (secqndann) A_.Os, reage com radicais centrais
reage com radicais para reage com hidroperdxidos

produzir produtos inativos

Fonte: Adaptado de (TOLINSKI, 2015).

de oxigénio

Ao que se descreve, a iniciagdo, pode decorrer a partir de defeitos na cadeia
polimérica ou por contaminagdes geradas pelo processo de polimerizagado, nessa etapa,
fatores como: calor, luz, cisalhamento e residuos de catalisadores, que tendem a retirar
hidrogénio da cadeia polimérica para formar radicais livres alquilicos, é nessa etapa que
calor, reagdes de cisalhamento e residuos de catalizadores tendem a tirar hidrogénio da
cadeia polimérica (RH) para formar radicais livres de alquil (R.). Em conseguinte na
parte propagativa, o oxigénio passa a se combinar com as espécies de radicais livres
para criar novas formas reativas, incluindo radicais peréxido e hidroperéxidos (O, +
R.— ROO. + RH — ROOH + R.). A fim de conclusao, o ciclo de Auto-oxidagao, se
encerra quando os hidroperéxidos (ROOH), por sua vez, tornam-se compostos reativos,
a fim de criar novas espécies de radicais livres, como sdo os casos dos radicais Hidréxi e
Alcoxi (ROOH — HO. + RO.) (TOLINSKI, 2015).
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Tendo em vista o abordado e tragando um divisionismo, quanto as diferengas entre
os mecanismos degradativos, aborda-se que a segunda diferenca entre a Degradacdo
Termal em fronte a Foto-Oxidativa, advém da localizagdo das reagdes de quebra, na
qual a primeira, para que se inicie seu processo de quebra hd necessidade da entrada de
uma energia de fonte térmica, além disso, as etapas atuam por toda a parte que compde
o polimero. Fato este, que ndo ocorre na degradacdo em que o UV é o estimulo para a

ruptura, gerando assim, modifica¢des superficiais a molécula (ZEENAT et al., 2021).

2.4.3 Biodegradagdo

Os polimeros geralmente sao biodegradados aerobicamente na natureza,
anaerobicamente nos sedimentos dos aterros sanitdrios e parcialmente aerébica em
compostos e solos. Os produtos gerados pela acdo dos microrganismos, se subdividem
conforme suas atividades anaerdbicas e aerébicas (ALSHEHREI, 2017). Segundo
Dommergues e Mangenot (1970 apud LUCAS et al., 2008), as primeiras defini¢des com
relagdo a palavra biodegradacdo a definem como uma decomposi¢do de substancias
pela acdo de microrganismos, conduzindo em seu contexto final a reciclagem de
carbono, a mineraliza¢do de CO,, H,O e a formagdo de sais. Quanto ao presente, Lucas
et al. (2008), descreve que existem cinco etapas, conforme apresentado na figura
Figura 4, condizentes a esse sistema quimico, nos quais a primeira relacdo postula que
uma agdo conjunta de uma comunidade microbiana, com organismos decompositores e
fatores abidticos inclusos, nos quais fragmentam os materiais biodegradéveis em

pequenas fra¢des, que é designado como um ato de biodeterioragao.

Figura 4 — Etapas da biodegradacao biolégica
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Fonte: Adaptado de (LUCAS et al., 2008).
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No que tange na biodegradagdo aerdbica, os microrganismos decompdem
grandes compostos organicos em menores utilizando-se de oxigénio como um receptor
de elétrons e os produtos resultantes dessa reagdo, sdo o diéxido de carbono e dgua
(Carbono/plastico + Oy — CO, + HpO + Carbono/residual). Na biodegradagdo
anaerdbia, o oxigénio ndo é necessario para a degradagdo de compostos pela acdo de
microrganismos, todavia é um componente importante para a atenuacdo natural de
contaminantes em locais de residuos perigosos. As bactérias anaerdbicas, presentes
nessa etapa utilizam, nitrato, ferro, sulfato, manganés e CO, como um aceptor de
elétrons em vez do oxigénio para quebrar grandes compostos organicos em partes
menores (Carbono/plastico — CHy + COy + HyO + Carbono/residual) (ZEENAT et al.,
2021).

2.4.3.1 Mecanismos da biodegradagao

A biodegradacdo de polimeros correspondem a trés etapas: ataque do
microrganismo a superficie do polimero, utilizagdo do composto como fonte de carbono
e a degradacdo do produto. Partindo-se do exposto, o processo de entrada das
moléculas poliméricas ocorrem a partir do trabalho das exoenzimas, enzimas
secretadas extracelularmente, que tem como func¢do quebrar grandes polimeros,
gerando ao final elementos monoméricos, que posteriormente sdo mineralizados,
originando pequenas moléculas soltiveis em dgua e assim permitindo que as mesmas
passem pela membrana semipermedvel dos organismos e sejam utilizadas como fonte
de energia. Esta etapa pelas quais, grandes polimeros sdo quebrados, é conhecida como
depolimerizacdo, enquanto o processo em que os produtos finais sdo gerados ao final
espécies inorganicas como H,O, CO, e CHy é descrita como mineralizagdo. No caso de
ambientes aerdbicos, apenas a produgdo de H,O, CO, e massa microbiana como
produtos finais foi registrada, enquanto que sob condi¢bes anaerébias, metanogénicas e
sulfidogénicas, além dos trés componentes-chave citados, CHy e HpS também foram

registrados como produtos finais extras da reagdo (ZEENAT et al., 2021).

Expandindo em termos, a degradagdo de polimeros por microrganismos inclui
os regimes de biodeterioracdo, biofragmentac¢do, mineraliza¢do e assimilacdo (ZEENAT
et al., 2021). No primeiro caso, o processo afeta a superficie do polimero mudando
sua estrutura quimica, fisica e suas propriedades mecanicas, resultado da atividade
de crescimento do organismo na superficie e/ou dentro de um dado material. Em
conseguinte, apds a biodeterioragdo, o proximo estdgio é a bio-fragmentacdo que envolve
a acdo enzimdtica em polimeros plésticos, através de enzimas chamadas oxigenases,
que tem como capacidade, quebrar moléculas de oxigénio que sdo adicionadas nas
cadeias de carbono e como resultado, geram produtos de grupos alcoois e peroxil que
sdo menos prejudiciais ao microrganismo. Além disso, esse processo de transformacdo

dos grupos carboxilicos, sdo catalisados por lipases e esterases ou por endopeptidases e
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grupos de amidos(ZEENAT et al., 2021; LUCAS et al., 2008).

Na mineralizacdo polimeros plasticos que sdo formados na etapa de
bio-fragmentagdo entram nas células microbianas através da membrana celular, os
mondmeros que apresentarem tamanhos superiores ndo entram dentro das células e
permanecem extracelularmente. Os pequenos mondmeros que se movem dentro das
células sdo oxidados e utilizados para a produgdo de energia que eventualmente podem
ser aproveitadas para a geracdo de biomassa. Por fim, na etapa de assimilagado, os
atomos sdo integrados as células microbianas para ocorrer uma degradagdo completa
dos compostos. Os metabdlitos secunddrios, que sobram ao final, sdo transportados
para fora das células ou transferidos para outros organismos similares para que no
futuro (H,O, CO,, CHy e Nj) sejam reutilizados (ZEENAT et al., 2021).

2.5 BIODEGRADACAO DE POLIETILENO NA LITERATURA

Conforme os estudos sobre degradagdo polimérica vem avangando ao longo dos
anos, as investigacdes quanto aos microrganismos capazes de degradar polimeros tem
sido amplamente expandidos. Com isso, isolados origindrios do ambiente natural no
qual sdo coletados, especialmente aqueles voltados aos plasticos de baixa densidade
(PEBD), tem sido fontes de pesquisa e desenvolvimento. Para isso, existem alguns
pontos pelos quais a biodegradacédo de pldsticos pode vir a ser monitoradas in vitro e a
auxiliar em seus estudos de desenvolvimento (Tabela 4), tais como: as propriedades
da superficie do pléstico que podem vir a ser alteradas por agdo do organismo em sua
superficie, mudancas conformacionais fisicas e mecanicas, taxa de consumo de oxigénio
e de evolugdo do diéxido de carbono e por fim mensuragao da producdo de biomassa,
mostrando que os microrganismos utilizaram-se dos plésticos como fonte de carbono
para o seu crescimento (BHARDWAJ; GUPTA; TIWARI, 2012).

Utilizando-se dos pontos expostos na Tabela 4, quanto ao desenvolvimento de
organismos capazes de biodegradar materiais poliméricos, observa-se pelos autores
citados, resultados significativos quanto a eficiéncia na reduc¢do do peso, uma das
metodologias que auxiliam na datagdo e identificacdo dos potenciais. Tendo em vista
esse fator e expandindo-se as observagdes, em Hadad, Geresh e Sivan (2005), a bactéria
Brevibacillus borstelensis, foi capaz de reduzir em um periodo de tempo de 30 dias, 11 e
30% dos pesos gravimétricos e moleculares do PE de estudo, bem como decorreu-se com
Mallisetty et al. (2023) e Park e Kim (2019), através da Paenibacillus sp., sob periodos de 35
e 60 dias respectivamente, um decréscimo de 22,6% e 22,8%. Ndo obstante, Rajandas et
al. (2012), através dos organismos Microbacterium paraoxydans e Pseudomonas aeruginosa,
também observou essas correla¢des em que 61,0% e 50,5% do LDPE foi degradado
em 2 meses de estudo. Por fim, (SIVAN; SZANTO; PAVLOV, 2006), empregando a
Rhodococcus ruber, expds uma taxa de degradacdo semanal de 0,86%.
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Expandindo-se em termos de mensuracao, a capacidade de degradagdo destes
microrganismos é avaliada usando vérios métodos analiticos, focando em objetivos
especificos e determinados. Partindo-se do monitoramento das mudangas nas
superficies, assim como suas estruturas e hidrofobicidade do polimero apés
degradagdo, a utilizagdo da microscopia eletronica de varredura (SEM), e de forca
atomica (AFM), auxiliam na afericdo dessas modificacdes. Quanto a identificacdo e a
formacgdo de novos grupos funcionais, uma pesagem simples para investigar o peso da
perda de massa do polimero em contato com o microrganismo de trabalho, em conjunto
com a espectroscopia infravermelha de Fourier (FTIR), espectrometria de foto-elétrons
de raios-Xtroscopia (XPS) e ressonancia magnética nuclear (RMN), que somadas
ajudam a identificar a formagdo de novos grupos funcionais. Por fim, pode-se
desenvolver testes quanto ao crescimento celular usando o material plastico como tinica
fonte de carbono em andlogo a uma cromatografia, para monitorizar os produtos

quimicos gerados pela degradagdo do plastico (LEE et al., 2023).

Tabela 4 - Microrganismos degradadores de polietileno na literatura.

Polimero Microrganismos Artigo Autor(es)
"Biodegradation of polyethylene
Brevibacillus borstelensis by the thermophilic bacterium (HADAD; GERESH; SIVAN, 2005)
Brevibacillus borstelensis.”
POLIETILENO (PEBD) "Biofilm development of the
Rhodococcus ruber polyethylene-degrading bacterium  (SIVAN; SZANTO; PAVLOV, 2006)
Rhodococcus ruber”.

”A novel FTIR-ATR spectroscopy based

technique for the estimation

of low-density polyethylene

Microbacterium paraoxydans

e (RAJANDAS et al,, 2012)

Pseudomonas aeruginosa biodegradation’”.
"Biodegradation of low density
Puenzbuczl'lus sp. pplygthylene (LDPE) by (MALLISETTY et al,, 2023)
e Serratia sp. DPaenibacillus sp. and Serratia sp.
isolated from marine soil sample”.
"Biodegradation of micro-polyethylene
Bac?llus sp. partlclgs by bgcterl.al colomzafuon (PARK; KIM, 2019)
e Paenibacillus sp. of a mixed microbial consortium

isolated from a landfill site”.
Fonte: Autoria prépria.

Tendo em vista essas questdes e expandindo em termos de pesquisa, além de
associar as mensuragdes de andlises de possiveis degradadores, o trabalho desenvolvido
por Khampratueng, Rice e Anal (2024), no qual busca de encontrar organismos com
essa capacidade, é um exemplo das aplicacdes citadas, pois ambos identificaram
através de interferéncias e modificagdes nas estruturas poliméricas, microrganismos
capazes de biodegradar esses compostos em especial o polietileno, que se delineiam
na classe PEBD (LDPE). Por meio de amostras de solo em um espago de deposigao,
encontraram microrganismos com capacidades de degradagdo de LDPE, em que das

22 amostras extraidas, apenas duas apresentaram crescimento positivo, sendo elas
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o Bacillus toyonensis e a Sphingnobacterium sp.. Outros fatores que comprovaram a
acdo desses organismos, foram as anélises por meio do FTIR e FE-SEM (Microscépio
eletronico de varredura), que indicaram em suas respostas alteragcdes na estrutura
quimicas, especialmente nas ligacdes de -OH, onde denotou-se uma redugdo dos picos
em comparagao ao branco, assim bem como um desaparecimento dos picos de CHO-
e formacdo de novos grupos funcionais de -N=0 e -C-O. Quanto a estrutura fisica do
polimero sélido, sob sua superficie, denotou-se o surgimento de cavidades e rugosidade

em ambas as amostragens com os dois microrganismos degradadores.

Os autores Bardaji, Furlan e Stehling (2019), em similaridade e também em
busca de identificar microrganismos com capacidade de degradar polietileno, extrairam
amostras de solo do aterro sanitdrio na cidade de Riberdo Preto, no estado de Sdo Paulo,
cepas com essas capacidades. Dos materiais analisados, cinco isolados foram obtidos,
porém apenas um o Paenibacillus sp., foi quem apresentou o gene alkB, um marcador que
indica a presenca de bactérias degradadoras de alcanos no meio ambiente, tendo em
vista que esse compostos sdo encontrados em produtos derivados de petréleo, tal como
o polietileno e comumente encontrados em solos contaminados por hidrocarbonetos.
Utilizando-se da pesagem inicial e final de sacolas plésticas (Polietileno), inferindo uma
reducdo do peso do material e utilizagdo de FTIR, quanto a variagdo da intensidade das
bandas, em diferentes regides na presenca de Paenibacillus sp., tais como C-H (719 cm ™!
e 730 cm™1), C=C (1462 cm~1 e 1472 cm~1) e C-H devido do espectro de controle (2920

em™L e 2850 cm™1).

Em conclusdo, as pesquisas a cerca da utilizagdo de microrganismos como
principal fonte degradadora de polietileno, tem sido constantemente ampliada nos
altimo anos, tendo em vista a urgéncia, quanto ao manejamento desses residuos. Além
disso, a degradacdo microbiana ou enzimatica, oferece uma alternativa convincente para
a gestdo dos mesmos, impulsionada por vérias vantagens-chave. Tendo em vista essas
questoes positivas em que 0s microrganismos possuem, seu uso e acréscimo quanto a
cadeia produtiva dos polimeros, auxiliam na evolugdo das capacidades metabdlicas,
visto que com os desenvolvimentos suas etapas vdo sendo esclarecidas, criando com
isso novas enzimas e expandindo ainda mais na incorporagdo de diferentes compostos
antropogénicos em seus sistemas celulares. Outro fator de extrema importancia é a sua
atuacdo em temperaturas e pressdes amenas, o que correlaciona-se com o funcionamento
das enzimas, que possuem uma sensibilidade consideravel em relacdo a temperaturas

de trabalho, devido a possibilidade de inativacdo das mesmas (LEE et al., 2023)
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3 OBJETIVOS

Em fronte da problemdtica ocasionada pelo acimulo de polimeros nos diferentes
ecossistemas, esta pesquisa tem o objetivo principal de selecionar linhagens bacterianas,
extraidas do aterro sanitdrio de Toledo-Parand, capazes de biodegradar materiais
oriundos de polietileno.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A fim de cumprir o objetivo principal, os seguintes objetivos especificos foram
delineados:

1. Isolar e identificar microrganismos oriundos de sedimentos do aterro sanitario de
Toledo-Parand, que apresentarem capacidade de biodegradacdo de polietileno;
2. Avaliar a agdo desses organismos em contato com estruturas poliméricas;

3. Identificar por biologia molecular as linhagens microbiolégicas promissoras.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DOS MATERIAIS

O processo de coleta, partiu-se de solo oriundo, do aterro sanitdrio da cidade de
Toledo, no estado do Parana-Brasil, localizado as margens da PR-317 Km 07, sentido ao
municipio vizinho de Ouro Verde do Oeste (-24°44'50.7”S, 53°48'18.8”0). Foi selecionado
um ponto de coleta no espago de extragdo, sendo baseado através do tempo de exposigdo
do solo coletado aos residuos ali despejados.

Figura 5 — Localizagdo do aterro sanitario da cidade de Toledo-PR

Fonte: Adaptado de Google Maps e (IBGE, 2024).

Para realizar a extracdo, utilizou-se uma broca de perfuracdo de solo, a fim de
retirar materiais em uma profundidade maior, conforme especifica Park e Kim (2019), no
qual ao coletar amostragens em sitios menos profundos a quantidade de microrganismos
decai em comparagao ao de extragdes com profundidades superiores, o que influi em
gerar uma variedade mais ampla de organismos a serem amostrados. Somados ao
descrito, ressalta-se também que locais mais profundos mostram-se concentragdes
menores de oxigénio do que regides mais rasas indicando assim que ocorreu uma

decomposi¢do mais ativa.

4.2 METODOLOGIA DE CRESCIMENTO E SELECAO DOS MICRORGANISMOS

Visando o crescimento dos microrganismos e posterior isolamento, com intuito

de obter-se colonias puras, as metodologias utilizadas para a constru¢do dos fatores de
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interesse, advém de dois autores Usha, Sangeetha e Palaniswamy (2011) e Thushari e
Senevirathna (2020). A metodologia parte-se, de uma dilui¢do amostral de 1g de solo
coletado do aterro sanitario da cidade de Toledo-PR adicionado em 9 mL de solugao
salina a 0,9% autoclavada, em um tubo com tampa, marcado a 10~! e agitado em Shaker
por 15 minutos a 150 rpm, em uma temperatura de 28°C. Em consonancia, a fim de obter
um crescimento amostral uniforme, o frasco contendo o material a ser desenvolvido, é
diluido através da metodologia de Dilui¢do-seriada, no qual o recipiente abrangendo os
9 mL foram divididos de 107! a 107, a fim de diminuir a carga microbiana e facilitar o
isolamento para obtencdo de colonias puras. O processo de dilui¢do parte-se de cinco
frascos contendo 9 mL de solugdo salina cada, a partir dessa distribui¢cdo, com uma
micropipeta de 1000 uL (1 mL), retira-se inicialmente da amostra 10~!, ImL da soluczo,
posteriormente sendo repassado ao frasco do 1072, o referente procedimento é realizado
em simulacro nas demais partes.

Figura 6 — Metodologia utilizada para obtencao de colonias presentes no solo
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Fonte: Autoria prépria.

Baseado nas metodologias, apresentadas pelos autores Usha, Sangeetha e
Palaniswamy (2011) e Nakei et al. (2022), através da técnica de pour-plate (Figura 7),
que consistiu em acrescentar 1000pL dos microrganismos das dilui¢des realizadas em
uma placa de petri, e em seguida verteu-se o meio Nutriente dgar fundido (em
temperatura de toque). Por meio de movimentos circulares em 360°, em sentido
anti-horarios e horérios, homogeneizou-se a mistura. ~As placas contendo os

microrganismos, foram alocadas em estufa a 28°C, por 2 a 3 dias.
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Figura 7 — Técnica de pour-plate
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Fonte: Autoria prépria.

42.1 Isolamento dos microrganismos

Para a realizacdo do isolamento dos microrganismos extraidos das placas das
dilui¢oes, mediante a técnica de pour-plate, os mesmos foram segregados, conforme
sua morfologia e coloracdo diferenciada. Em seguida, realizou-se um procedimento
de isolamento, conforme apresentado na Figura 8, através da técnica de esgotamento,
que consiste em buscar colonias puras. Por fim, os grupamentos bacterianos puros e
isolados, sdo transferidos para tubos falcons de 15 mL, acrescidos de 3mL de caldo
nutriente estéril, através da raspagem do microrganismo isolado em meio sélido, por
meio de uma al¢a de inoculagao. O meio contendo, as amostras, foi levado e deixado
sob agitacdo em shaker a 30°C, em uma velocidade de 150 rpm, por 24 horas. Em
seguida, os mesmos foram utilizados para uso durante a identificacdo de degradadores
de polietileno e armazenados para posterior uso na metodologia de identificagdo (USHA;
SANGEETHA; PALANISWAMY, 2011; NAKEI et al., 2022).

Figura 8 — Técnica de isolamento
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Fonte: Autoria prépria.

Para buscar potenciais degradadores de polimeros, baseando-se na metodologia
de Nakei et al. (2022 apud USHA; SANGEETHA; PALANISWAMY, 2011), os
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microrganismos isolados sdo alocados em placas contendo Meio mineral minimo que
contém a seguinte composicao: KHyPOy, 0,7 g; KoHPOy, 0,7 g; MgSO4+*7H50, 0,7 g;
NH4NOs3, 1,0 g; NaCl, 0,005 g; FeSO,4 *7H50, 0,002g; ZnSOy4*7H50, 0,002g; MnSQOy,
0,001 g e agar bacteriano, 20 g (AUGUSTA; MULLER; WIDDECKE, 1993). Em adicéo
aos componentes do meio, acrescenta-se-se uma quantidade de 1 g de P6 de polietileno
(CAS 9002-88-4, com densidade de 0.94 g/mL a 25°C, adquirido através da Aldrich
Chemical Co.(USA)), adicionado em 1,000 ml (0.1% w/v). Em cada placa incorporou-se
4 amostras, com 10 pL cada. Os experimentos foram alocados em estufa por um
periodo de 15 dias, a 28°C.

4.3 IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS DEGRADADORES DE PLASTICOS

4.3.1 Obtencado de halos e coloracdo dos meios

Devido a transparéncia do agar de cultivo, necessitou-se corar as placas que
apresentaram em sua superficie, crescimento microbiano, processo caracterizado pela
Figura 9, através de uma mistura de 0,1% Azul de Comassie-r, 40% de metanol e 10%
de Acido acético, acrescido com um tempo de absor¢do do meio ao corante, por cerca
de 20 min. Além disso, extraiu-se o excesso e clarificou-se a cor do corante despejado,
através de uma solucdo descolorante, com 40% de metanol e 10% de Acido acético,
que ap6s vertido em placa novamente se estabeleceu um tempo de 20 min para sua
acao de clarificacdo e amenizacdo da solu¢do. Ademais, buscando-se comparar com a
metodologia dos autores Nademo, Shibeshi e Gemeda (2023), as placas de meio, foram
preparadas com meio minimo em conjunto ao Polietileno glicol (PEG 4000) a 0,2% (w/v),
como um fator de comparacdo em termos de crescimento. As placas que obtiveram
ao redor das colonias, formagdo de halos durante a coloracdo, foram segregadas, para

posterior andlise e identificagdo, por PCR.

Figura 9 — Metodologia para coloracao das placas e andlise dos halos de cultivo
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Fonte: Autoria prépria.
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4.3.2 Degradacdo microbiana de polietileno em meio liquido

Para observar a agdo dos microrganismos encontrados em superficies de materiais
poliméricos, Figura 10, tiras de sacolas plasticas, com tamanhos de 2 cm cada, foram
esterilizadas com uma solugdo de hipoclorito de s6dio e posteriormente lavadas com
dgua destilada estéril. Cada material, foi anexado a tubos falcon contendo 15 mL de
meio minimo mineral (KHyPOy, 0,7 g; KyHPOy, 0,7 g; MgSO4*7H50, 0,7 g; NHyNO3,
1,0 g; NaCl, 0,005 g; FeSO4+7H?20, 0,002g; ZnSO4*7H50, 0,002g; MnSOy, 0,001 g), em
conjunto aos microrganismos identificados, enquanto o controle foi mantido, com as
tiras estéreis em meio livre de microrganismos. Ap6s a inoculacdo, os frascos foram
deixados sob agitagdo em um shaker a 30°C, a uma velocidade de 150 rpm for 2 meses,
sendo coletado amostras a cada 15 dias (USHA; SANGEETHA; PALANISWAMY, 2011).
Para identificacdo de possiveis interferéncias na estrutura do material, as amostras
coletadas passaram por andlises, utilizando-se da Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) (PARK; KIM, 2019).

Figura 10 — Metodologia para estudo da acdo dos microrganismos em PEBD, através de meio
liquido

Procedimento realizado

<
. no interior do fluxo
v laminar y 5
9 Inoculagdo dos
~ b ¢

- i microrganismo, N
ey J isolados —
—_— —_— —_— U
Selecionou-se, tiras i Microrganismos inoculados
. Esterilizados em . g
de Zcm cada, de solugio de Lavados em agua em tube falcon, contendo
sacolas plasticas, . . . destilada Meio minimo mineral, com pa
em duplicata hipoclorito de sédio de polietileno

Microrganismos l
sob agitagéo

em shaker, em
temperatura de
30°C, a 150 rpm

Leitura das amostras em - - -
FTIR, para analisar

P::t?mﬂfagléegraﬁéi i Coleta do material a P
compostos quimicos cada 15 dias -

Fonte: Adaptado de (USHA; SANGEETHA; PALANISWAMY, 2011).

4.3.3 Andlise por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

Para analisar a acdo do microrganismo atuando sobre a superficie do polimero
anexado ao meio, realizou-se uma leitura das amostras coletadas, por meio de
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier em modo de reflexdo
total atenuada (ATR) (Spectrum 65 — Perkin Elmer) (Figura 11). As medi¢des foram

1

tomadas sob as faixas de frequéncia de 4000-400 cm™ ", com 4 cm~! de modo de
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varredura. Além disso, realizou-se em conjunto uma leitura do branco, composto por
um material sem inoculacdo de microrganismos, a fim de identificar a banda
correspondente ao polimero (pedagos de sacolas plésticas) sem alteracdes de
organismos em sua estrutura base (PARK; KIM, 2019).

Figura 11 - Equipamento utilizado para as andlises Andlise por Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Fonte: Autoria prépria.

434 Coloragao de Gram

Buscando-se identificar quanto as caracteristicas morfoldgicas e segregar os
diferentes grupos de microrganismos, encontrados apds a obtencdo dos halos das
colonias positivas a degradagdo de polietileno, realizou-se a metodologia de gram,
Figura 12 no qual subdividem-se os organismos em gram + e -. Através da coloragdo
durante a visualizagdo por microscopia, aqueles que apresentarem, tons arroxeados, tem-
se como caracteristica serem positivos, enquanto ao surgimento de matizes vermelhas,
apontam-se como negativos (TRIPATHI; SAPRA, 2020). O processo de coloragao,
iniciou-se com a coleta da amostra de placas de materiais isolados, através de uma alga
de inoculagdo previamente flambada em uma lamparina. Em conseguinte, realizou-
se um esfregaco na lamina de trabalho, em movimentos similares aos realizados na
metodologia de isolamento. Com o material previamente inserido, por 5 vezes ou até a
eliminacdo completa da 4gua, procedeu-se a fixagdo da coldonia, movimentando-se a
lamina sobre o fogo da lamparina (TRIPATHI; SAPRA, 2020; VERMELHO, 2006).

Com a adesdo do material na lamina, por meio de uma pipeta de pasteur, uma
gota de corante Cristal violeta foi inserida sobre o fixado e deixada agir, por cerca
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de 1 minuto, sendo lavado logo em seguida por d4gua destilada. Retirado o excesso,
acrescentou-se uma solucao de lugol e por um minuto o manteve sobre a amostra, sendo
logo em seguida realizado novamente uma lavagem do solvente. Em conseguinte,
inclinou-se a lamina e gotejou-se uma mistura descorante composta por dois solventes:
alcool e acetona, até a o desaparecimento da cor roxa na amostra. Por fim, cobriu-se
o esfregaco com fucsina de gram e o deixou sob atuacdo, por cerca de 30 segundos e
em seguida lavou-se o excesso do corante. Com 0s esfregacos finalizados, as amostras
foram levadas para andlise em microscopia Optica, em objetiva de 40x para avaliar
a distribuigdo do esfregaco, e entdo examinadas em lente objetiva de 100x com uma
gota de 6leo de imersdo (BARTHOLOMEW; MITTWER, 1952 apud TRIPATHI; SAPRA,
2020).

Figura 12 — Etapas da colora¢do de Gram
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Fonte: Adaptado de (VERMELHO, 2006).

43.5 Extracdo de DNA, Reacdo em cadeia de polimerase (PCR), Purificacdo e

Sequenciamento amostral

Os microrganismos com sinal positivo para apresentacdo dos halos nos meios
corados com Azul de Comassie-R, foram cultivados em meio liquido, Nutriente Agar, e
deixados em overnight em shaker, sob velocidade de 150 rpm a uma temperatura de
28°C, para dar inicio aos procedimentos de extragdo de seu DNA gendmico e por meio

do sequenciamento dos genes amplificados da PCR identifica-los.

Inicialmente, o procedimento parte-se com a extracdo das amostras de DNA,
utilizando-se do kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit, da PROMEGA, para DNA
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bacteriano. Em eppendorfs, devidamente marcados, acrescentou-se 1000 pL (1 mL)
de meio liquido contendo as colonias, logo em seguida, os tubos foram levados para
centrifugacdo em velocidades de 13,000-16,000xg por 2 minutos. Ap6ds terminado o
procedimento removeu-se o sobrenadante de cada amostra e adicionou-se 600pL de
Nuclei Lysis Solution, seguido de incubagdo a 80°C por 5 minutos para que ocorra a lise
celular e liberagdo do DNA das células. Logo seguidamente, adicionou-se 3L de solugao
de RNAse, para degradar o RNA e manter apenas o DNA no lisado. Posteriormente,
inverteu-se o tubo de 2 a 5 vezes para homogenizar e os frascos foram levados para
incubagdo a 37°C por 15 a 60 minutos, os deixando para resfriar em temperatura
ambiente. Para confirmar a presenca de DNA, realizou-se uma eletroforese em gel
de agarose. Aplicaram-se 5 L. do DNA extraido em pogos no gel, utilizando corante
especifico para visualizagdo por luz UV. A eletroforese foi conduzida a 120 V e 500 mA

por 30 minutos.

Logo apds a extragdo do DNA, realiza-se o procedimento da PCR (Reagdo em
cadeia de polimerase), no qual partiu-se através da coleta de 2,0 pL de cada amostra
extraida, colocando-as sob centrifugagdo, de 13,000 a 16,000xg por cerca de 2 minutos,
com intuito de separar o peletizado, contendo as células e o sobrenadante referente ao
meio liquido da amostra. Em seguida, preparou-se um "Mix de reagdo de PCR”, sendo
as quantidades de materiais acrescidos em cada amostra: 18 uL de H,O ultrapura; 2,5
uL de tampao 10x; 0,5 de uL MgCly; 0,5 de uL Primer Forward (27F); 0,5 de uL Prime
reverse (1462R); 0,5 de uL ANTP e 0,5 uL. Taq DNA polimerase. Em cada eppendorf
contendo o peletizado, acrescenta-se 23 uL do mix preparado.

A reacdo de PCR foi efetuada em um termociclador com etapas de amplificacdo
do gene rDNA 16s, iniciando-se com o aquecimento da cdmara de reacdo a uma
temperatura de 94°C e manuten¢do da mesma durante 5 min para ativacdo da Tag DNA
Polimerase. Na sequéncia, novamente decorre-se o aquecimento a 94°C por 30 segundos
da cAmara de reagdo, para que se suceda a desnaturagdo do fragmento de DNA alvo.
Em seguida, a temperatura reduziu-se para 52°C durante 30s, permitindo o anelamento
dos primers de cada um dos modelos de DNA de cadeia simples obtidos. Na sequéncia,
ocorreu-se o ajuste da temperatura para 72°C, ideal para que ocorra a atividade da Taq
DNA Polimerase sob 1 min, para extensdo do DNA. Os processos de desnaturacéo,
anelamento e extensdo do DNA consistem em tnico ciclo, todavia, foram necessarios
35 ciclos de 1 min a 94°C para obtencado de cépias do fragmento de DNA amplificado.
Apbs o dltimo ciclo, a temperatura foi mantida a 72°C durante 8 min para garantir que
o DNA restante fosse completamente alongado. Por fim, a cimara de reacao foi esfriada
a 4°C por tempo indeterminado para armazenamento a curto periodo dos fragmentos
de DNA gendmico obtidos (AGUIAR, 2023). Como ocorrido na extracdo, realiza-se
novamente uma eletroforese em gel de agarose, aplicando 5 pL do DNA amplificado
nos pogos do gel, conduzindo a eletroforese a 120 V e 500 mA por 30 minutos.



38

Logo apo6s a PCR e formacgado dos genes amplificados, realizou-se a purificagao
dos materiais a fim de remover contaminantes e obter uma amostra limpa e concentrada
de DNA. Para isso, o processo iniciou-se com uma solugdo contendo RNAse e o lisado
celular tratado, acrescidos com 200uL de Solugdo de Proteinas Precipitadas. Com o
preparado realizado, as amostragens foram levadas para serem agitadas em voértex
por 20 segundos, com intuito de misturar as proteinas e o lisado celular. Por fim, a
mistura passou por um processo de incubagdo em gelo, por 5 minutos. Passado o tempo
descrito, centrifugou-se a 13,000-16,000 X g por 3 minutos, o material aclimatado, neste
caso, somente o sobrenadante contendo o DNA extraido foi transferido para um tubo
autoclavado, contendo 600uL de isopropanol a 25°C, com o devido cuidado, a fim
de ndo contaminar o DNA com as proteinas precipitadas. Gentilmente misturou-se
a solucdo, até observar-se a formagdo de uma massa, indicativo de que ha DNA na
amostra de extracdo. Logo em seguida, os tubos foram centrifugados a 13,000-16,000 X
g por 2 minutos.

Ap6s a centrifugagdo, retirou-se o excesso de liquido, por meio de drenagem em
papel absorvente limpo. Em seguida, adicionou-se 600uL de etanol 70% e delicadamente
inverteu-se o tubo, multiplas vezes para lavar o peletizado contendo o DNA. Novamente,
centrifugou-se a solucdo a 13,000-16,000xg por 2 minutos e retirou-se a solugdo de
etanol. O precipitado, foi deixado secar em temperatura ambiente por 10 a 15 minutos
reidratado com 100uL de Solugdo de Reidratacdo de DNA e incubado a 65°C por 1 hora.
Periodicamente, o mix, foi agitado e realocado ao equipamento. Para confirmar se o
material havia sido extraido, realizou-se uma eletroforese em gel de agarose aplicando
5uL do DNA amplificado e purificado, nos pogos do gel, conduzindo a eletroforese a
120 V e 500 mA por 30 minutos. Para concluir, o produto final, foi deixado em overnight

em temperatura de 4°C e armazenado de 2 a 8°C.

Com a confirmacdo que o DNA extraido inicialmente, foi amplificado e
purificado corretamente, as amostras correspondentes aos microrganismos positivos a
degradagdo de polietileno, foram enviadas para o sequenciamento genético de DNA
em laboratoério especializado. Em seguida, as sequéncias obtidas pelo sequenciamento
foram comparadas e analisadas em similaridade ao banco de dados do National Center
for Biotechnology Information (NCBI) utilizando-se do programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) .
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS QUANTO AO ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

Partindo-se da metodologia de diluigio seriada, por meio das solucdes de 1072 e
1073 (Figura 13), inoculadas em placas contendo meio Nutriente Agar, selecionou-se
0s microrganismos, para a etapa de isolamento. A segregacado por parte das colonias
distintas foram realizadas, através da apresentacdo das diversificadas morfologias,
procedimento similar ao realizado por Tachibana et al. (2010), no qual segregou seus
isolados por meio de caracteristicas visuais apresentadas nas placas que surgiram apds
a incubagao dos materiais diluidos. Fatores como a cor e de estruturas da col6nia foram

definidos como uma forma de anélise e segregagdo dos microrganismos.

Figura 13 — Placas contendo os microrganismos resultantes das dilui¢des de 1072 e 1073

Fonte: Autoria prépria.

Em relacdo a realizagdo do isolamento, 11 microrganismos foram selecionados
e isolados em placas de petri, contendo Nutriente Agar. O isolamento das amostras
auxiliaram no espalhamento das colonias e assim obter isolados puros, facilitando a
andlise futura, ao se inserir em meios especificos (NAKEI et al., 2022).
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Figura 14 — Placas contendo os microrganismos isolados nas dilui¢des de 1072 e 1073

Fonte: Autoria prépria.

5.2 IDENTIFICACAO DE ISOLADOS DEGRADADORES DE POLIETILENO (PEBD)

Com a obtengdo dos isolados, seguiu-se para aidentificagdo das espécies coletadas,
que possuem capacidade de degradar compostos com composi¢do majoritaria de
polietileno, inoculando os microrganismos em um meio constituido por meio minimo
mineral, somados a um meio de comparagdo com PEG (4000), analogia realizada, pois a
estrutura carbono-carbono do PEG tem uma forma similar ao do polietileno, todavia é
mais soltivel em dgua do que o PE por causa da presenca do grupo funcional hidroxila, o
tornando mais fécil de degradar em relacdo ao polietileno. Os onze isolados segregados
das dilui¢des passaram por andlise quanto ao desenvolvimento de halos ao redor das
colonias inoculadas (NADEMO; SHIBESHI; GEMEDA, 2023; USHA; SANGEETHA;
PALANISWAMY, 2011; NAKEI et al., 2022; WILKES; ARISTILDE, 2017).

Conforme apresentado na Tabela 5, dos onze isolados, identificados de acordo
com suas coloragdes e formatos, gerados durante seus crescimentos em placa com meio
Nutriente Agar, nas dilui¢des de 1072 e 1073, apenas trés apresentaram formacao de
halos ap6s a coloracdo das placas, contendo o meio minimo, em jungdo com o p6 de
polietileno. Como forma de identificacdo inicial, as espécies apontadas na Figura 15,
foram descritas por meio de codinomes: “Branca Densa e Arredondada” (B.D.A),
pertencente a estrutura 1; “Translicida Branca Irregular” (T.B.I); referente a formagao
2 e por fim concernente a nomeagdo “Amarelada Redonda Borda Branca” (A.R.B), a

amostragem 3.

Os resultados apresentados para as placas na Figura 15, quanto a presenca dos



41

Tabela 5 — Resultados apresentados quanto aos onze isolados e ap6s a geracao de halos em
meio especifico com pé de polietileno (0.94 g/mL a 25°C).

Caracteristicas morfoldgicas Formagao de

Cor Formato Diluicdes halos

Avermelhada/Marrom Arredondada 1072 -
Branca [rregular 1072 -
Rosa/Branco Irregular 1073 -
Branca/Bege Arredondada 1072 -
Avermelhada/Marrom Arredondada 1072 -
Branca Irregular 1072 +
Avermelhada/Marrom Arredondada 1072 -
Branca Arredondada 1072 +
Avermelhada/Marrom Arredondada 1073 -
Amarelada Arredondada 1073 +

Branca/Opaca Arredondada 1072 -
Branca/Translicida  Arredondada 1073 -
Fonte: Autoria prépria.

trés microrganismos positivos para biodegradacdo de materiais poliméricos, devido a
aparicdo zonas claras no fundo azul do corante, nos infere, que o organismo consumiu o
polimero anexado ao meio mineral, fato esse descrito pelos autores Nademo, Shibeshi e
Gemeda (2023), ap6s realizarem o mesmo procedimento em seus espécimes coletados e
observarem, apds a coragdo de seus meios, com Azul de Comassie-R. A presenca dessas
zonas, segundo Nakei et al. (2022), determina que por meio das aferi¢des tomadas, é
possivel inferir quanto a capacidade de degradacdo dos organismos de estudo, sendo
aquelas que possuirem diametros com medi¢des mais perceptiveis, uma eficiéncia
degradativa mais relevante quanto as demais. Levando o fato descrito, os resultados
encontrados apontaram que a colonia B.D.A, foi quem apresentou maior didmetro em
termos de zonas claras, com o valor de 1,41 cm (14,1 mm), oposto a T.B.I, com 0,57 cm
(5,7 mm) e A.R.G, que apresentou a menor medida em relagdo as outras duas espécies,

com 0,48 cm (4,8 mm), medicdes e fatos descritos na Tabela 6.

Tabela 6 - Medidas dos halos em meio sélidos contendo PEG 4000 e p6 de Polietileno

Tipos de microrganismos (cm) P6 de Polietileno (cm) PEG 4000 (cm)

B.D.A 1,406 1,432
T.B.I 0,561 0,658
ARG 0,478 0.175

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 15 — Placas de microrganismos isolados, que apresentaram resultados positivos para
degradacdo de polietileno, através da formacao de halos

Fonte: Autoria prépria.

Referente fendmeno, quanto a formacado de halos nas placas contendo o polimero
diluido, é reportado por Augusta, Miiller e Widdecke (1993 apud ZEENAT et al., 2021),
inferindo que as zonas claras sdo causadas pelas enzimas hidrolisantes extracelulares,
secretadas pelos microrganismo alvo, que hidrolisa e suspende o polimero em meio
solido, produzindo produtos soltiveis em dgua ao mesmo tempo que geram essas
espagos nos entornos das colonias. Essa metodologia, estima se o microrganismo
trabalhado tem uma boa capacidade de excretar depolimerases, que hidrolisam os
polimeros, em partes menores e de f4cil assimilacdo para as espécies especificados e

aderidas ao meio.

A formacdo de zonas claras ao redor do halo indica a que essas enzimas estdo
sendo excretadas, o que nos leva a inferir, que o microrganismo aplicado tem uma
capacidade maior em degradar polimeros (LUCAS et al., 2008; BAHL et al., 2021).
Tomada essa discussdo e analisando os dados encontrados a bactéria B.D.A, no qual
apresentou maiores didmetros na amostragem do polimero e no padrdo com PEG 4000,
no leva a inferir que esse organismo, possui uma boa capacidade em excretar essas

enzimas e assim o tornando um possivel e potencial biodegradador de polimeros.

Para as trés espécimes B.D.A, T.B.I e A.R.G, foram realizadas a metodologia de
coloragdo de gram, a fim de identificar e segregar os microrganismos que sdo gram-
positivos ou gram-negativos. O principio da técnica estd baseado na diferengas de
composicdes da parede celular de microrganismos e na capacidade de retencdo dessa
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organela quanto aos corantes utilizados. As bactérias gram-positivas possuem uma
parede celular mais espessa e diferente a das bactérias gram-negativas. Em principio,
os dois tipos de células se coram pelo cristal violeta associado ao iodo e o complexo
formado por ambos acaba se ligando a componentes presentes na parede das bactérias
positivas, que possuem na sua composi¢do magnésio e dcidos ribonucleicos, formando
um complexo (Mg-RNA-CV-I) de dificil remoc¢do (VERMELHO, 2006).

Durante a utilizagdo da mistura entre alcool e acetona, é onde se diferencia a
composicdo das paredes celulares, pois os dois solventes, dissolvem os lipidios presentes
nessas estruturas e desidratam as células. Caso o microrganismo, seja gram-positivo
o corante com alto peso molecular, ndo se difunde para o meio extracelular, assim
permanecendo com a cor arroxeada nas amostras. Em oposto, as gram-negativas,
as camadas da parede celular que as constituem sdo extremamente mais delgadas,
possuindo uma segunda membrana, mais externa, de natureza lipidica. Ao utilizar-se
das solugdes solventes, essa segunda segregacdo é solubilizada e como a camada de
parede celular é mais fina, de composigdo diferente da parede das bactérias gram-
positivas, o complexo cristal violeta/iodo se difunde, deixando a célula descorada, que
quando aplicado o contra corante safranina, as células adquirem a cor rosada do novo
corante (VERMELHO, 2006).

Tomadas essas analogias, ap6s os procedimentos de coloracgdo dos esfregagos
contendo amostras celulares recolhidas de colonias crescidas em meio sélido e partindo-
se dos resultados evidenciados na Figura 16, infere-se que B.D.A (1), pelo aparecimento
de uma tonalidade arroxeada, considera-se que é uma espécie gram-positiva, enquanto
A.R.G (3), que denotou-se uma coloracdo rosada, conclui-se que o microrganismo é uma
espécie gram negativa e por fim T.B.I (2), no qual observou-se uma mistura das duas

matizes encontradas na metodologia.

Com a coloragdo de gram realizada, buscou-se identificar a nivel molecular por
meio da PCR, as espécies dos microrganismos com deteccdo positiva para a degradagdo
de polietileno (PEBD). Para confirmar que o material foi amplificado corretamente,
realizou-se uma eletroforese em gel de agarose, conforme exposto na Figura 17, em
que por meio da apari¢do de bandas no gel, observadas através do transiluminador
UV, indicou-se que a reagdo de PCR foi bem sucedida, para os DNAs extraidos de cada
amostra estudada (LIPAY; BIANCO, 2015).



44

Figura 16 — Microscopias 6pticas em objetiva de 100x dos esfregacos, realizados apés coloracao
de gram, das amostras que obtiveram crescimento positivo em meio com p6 de
polietileno
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Fonte: Autoria prépria.

Figura 17 — Eletroforese apés a realiza¢ao da PCR nas amostras de A.R.G, B.D.A e T.B.I

Fonte: Autoria prépria.

Com a confirmagdo de extracdo do DNA e as sequéncias dos fragmentos de gene
das linhagens isoladas sequenciadas, realizou-se com os resultados, uma comparagao
com dados semelhantes disponiveis no GenBank, por meio do alinhamento, permitindo
a identificagdo dessas espécies, procedimentos similares, realizados pelos autores
Aguiar (2023) e Peixoto (2013). Os resultados dos sequenciamentos indicaram, conforme
apresentado na Tabela 7, com 97,87%, que a linhagem bacteriana da amostra B.D.A , é
pertencente ao Paenibacillus alvei. Para A.R.G, com 98,83%, a linhagem é correspondente
ao microrganismo Rhodanobacter spathiphyilli. Em oposi¢do, a amostra (T.B.I), apresentou
durante a leitura das bandas em seu sequenciamento, uma duplicidade, o que pode ser
inferir, que haja um possivel consércio entre dois microrganismos, fato esse denotado
pela miscelanea de cores quanto a coloracdo de gram, conforme demonstrado na

Figura 16, para a amostra (2), formacdo de halos (B), pertencentes a T.B.I.
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Tabela 7 — Microrganismos identificados ap6s realizagao da PCR

Amostras Diluicdo Gram Formacdo de halos Espécie
Branca Irregular (T.B.I) 1072 +/- + Inconclusiva*
Branca arredondada (B.D.A) 1072 + + Paenibacillus alvei
Amarelada arredondada (A.R.G) 1073 - + Rhodanobacter spathiphyilli

Fonte: Autoria prépria.

Observado essa situacdo com a amostra de T.B.I, buscou-se identificar, um
possivel consorcio entre microrganismos devido as caracteristicas denotadas. Para isso
e a tornar-se evidente tais fatos, realizou-se uma dilui¢do seriada da amostra de cultivo
liquido em Nutriente 4gar, até a diluigio de 1073, no qual foi a utilizada para cultivo
em placa de petri, contendo meio NA (Nutriente Agar) s6lido. Com essa metodologia
foi possivel realizar a captura das colonias e observar os crescimentos distintos nas
placas com as amostras, a fim de obter o isolamento das mesmas. Consoante a Figura 18,
denota-se por meio da coloracdo das inoculagdes, a formagdo de dois microrganismos
distintos na amostra de T.B.I, comprovando os fatos resultantes e observados na Figura 16
e pelo resultado inconclusivo do sequenciamento dessas amostras, relatado na Tabela 7.

Figura 18 — Placas de isolamento contendo isolados extraidos da amostra T.B.I

Fonte: Autoria prépria.

5.3 ANALISE DOS MATERIAIS SOLIDOS EM MEIO LIQUIDO

Quanto as andlises, dos materiais plasticos (sacolas plasticas) que foram
depositados em meio liquido mineral e postas sob atuacdo dos microrganismos
Paenibacillus Alvei, Rhodanobacter spathiphyilli e T.B.I, por meio do FTIR, foi possivel
avaliar qualitativamente a extensdo da oxidacdo do polimero e compreender o

mecanismo de degradagdo, identificando fung¢des quimicas especificas formadas
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durante a fase de oxidacdo, por meio das alteragdes nas bandas emitidas pelo
equipamento. Para isso, hd a necessidade de compreender o espectro FTIR e sua
importancia na deteccdo da degradagdo. Tendo em vista, o apontado, os graficos para
essa metodologia, se subdividem em 4 partes e que cada parte ou zona determina qual
a dimensdo estrutural trabalhada. Na zona (1), compreendida entre as bandas
2500-4000 cm~!, encontram-se as bandas que representam as ligagdes simples das
moléculas que constituem o material a ser analisado, na (2), entre 2000-2500 em™ L as
triplas ligacdes, na (3), entre 1500-2000 cm ™1, as duplas ligacdes e por fim na (4), as
zonas de impressao digital, segundo Nandiyanto, Ragadhita e Fiandini (2022).

Partindo-se disso e expandindo os conceitos para as estruturas poliméricas, em
especial o polietileno, material base das amostras anexadas no meio liquido, Smith
(2021), descreve que para se analisar as principais bandas que marcam o polietileno no
FTIR, deve-se pontuar sua formagdo estrutural. Por serem compostos de hidrocarboneto,
as principais caracteristicas que os marcam é justamente sua linearidade e possuirem
apenas carbono e hidrogénio em suas composi¢des. Os hidrocarbonetos mais simples,
sdo os alcanos, que contém CHj3 (metil) e CH, (unidades de metileno), devido a essas
caracteristicas os seus espectros sdo dominados pelos picos de alongamento e flexdao
C-H dos grupos metil e metileno. Quanto aos ntiimeros de onda para essas condicoes
durante a leitura do equipamento, pode se observar na Tabela 8, os valores que os

condicionam.

Tabela 8 — Posicao dos picos alongados correspondentes aos grupos metil e metileno

Faixas de Numero

Vibragdo de Onda (cm™1)
CHj assimétrico 2917+-10
CH, simétrico 2852+-10
CH3 assimétrico 1317+-10
CH simétrico 718+-10

Fonte: Adaptado de (SMITH, 2021).

Em consonancia e observando a Figura 19, que apresenta a leitura para as trés
amostras, denota-se que no branco, o material de controle, gerou-se uma formacgéao
gréfica caracteristica para um composto que possui como classificagdo ser da familia
dos polietilenos, fato esse denotado na Tabela 8, que expde os valores de referéncia
similares para esses produtos, fato esse também designado pelos autores Gulmine et
al. (2002 apud RAJANDAS et al., 2012), em que designam essas faixas, para o material
com os seguintes valores: 2918 (CH,) cm™!, 2851 (CH,) cm™!, 1468 (CH3) cm™!, 1373
e 718 em™1 (CH). Os picos, nos trés gréficos se encontram dentro dessas condi¢des e

se apresentam nos comprimentos de onda, em proximidade ao valores apresentados



47

referentes a literatura: 2917 cm ™! para CH; assimétrico, 2848 cm™! para CH; simétrico,
1416 cm~! para bandas de CHz e 718 cm ™! para CH,.

Para adentrar quando a biodegradacdo polimérica, torna-se necessario
compreender os mecanismos que ocorrem para que haja a biodegradacdo desses
materiais. A primeira etapa do mecanismo geral de degradacdo do PE ¢ a
auto-oxidagdo, onde ha formacdo inicial de radicais Re e He, que envolvem a ativagdo
do PE, devido a perda de hidrogénio apds entrada de energia ou a formagdo de
complexos de transferéncia de carga. Essa reagdo gera um “efeito dominé”levando a
formacdo de estruturas dentro do polimero ou a oxidagédo, via O, atmosférico e 4gua da
sua cadeia de carbono. Esta oxidagdo produz outras moléculas reativas que podem
resultar na formagdo de outros radicais para reiniciar o processo ou estabilizar na forma
de um grupo hidroxil, carbonil ou nitro e muitas vezes resultam em uma formagdo de
um dupla de ligacdo (PEIXOTO; SILVA; KRUGER, 2017). As principais bandas a serem
analisadas e que indicariam uma atua¢do do microrganismo na superficie do polimeros
sdo: C=0, C-O e O-H, devido ao fato de serem geradas durante essa etapa (SANDT et
al., 2021).
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Figura 19 - FTIR correspondentes aos trés microrganismos positivos a degradacdo de
polietileno
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Partindo-se do descrito, ressalta-se que os materiais plasticos, ndo passaram
por tratamentos quimicos, para facilitar a abertura da molécula do composto, o que
geraria novos picos nas regides de 1000 a 1700 cm~!. Levando-se em consideragao,
esse fator, observa-se que para os trés microrganismos sobretudo na tdltima banda
correspondente aos dados 7A (Rhodanobacter Spathiphylli), 7B (Paenibacillus alvei) e 7T
(T.B.I), para 60 dias de contato, uma diminuigdo significativa nas intensidades quando
comparadas as bandas do branco, fato esse observado pelos autores Bardaji, Furlan e
Stehling (2019) e Park e Kim (2019), em suas analises, indicando que houve atuagdo
significativa dos microrganismos nas amostras anexadas em meio liquido. E possivel
denotar nos trés microrganismos, de forma mais acentuada no trigésimo dia, uma banda
de C=0 (carbonyl), entre 1650 e 1680 cm~!, no qual segundo Adithama et al. (2023),
indicam uma mudanca no grupo éster, cetonas e aldeidos na molécula polimérica.

Na faixas de 3600-3200 cm~!, observadas na Figura 19 das trés amostras é
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possivel observar uma leve inflexdo na banda nessas regides, fato esse descrito por
Kowalczyk et al. (2016) que aponta a correspondéncia ao grupo de -OH, advindo de um
grupo carboxil. A presenca do grupo hidroxil proporciona uma oxidagdo da cadeia de
polietileno, em seguida, ocorre-se a fixacdo de um atomo de hidrogénio e a acidificacdo
do meio. A acidificagdo do meio, indica a presenca de metabdlitos dos microrganismos,
demonstrando sua a¢do degradativa. Quanto a oxidacao, ela influencia na propriedades
do polietileno, tornando a sua superficie mais adesiva e hidrofilica, aumentando a
adesdo e degradacdo bacteriana (WILKES; ARISTILDE, 2017). Assim como denotado
pelas trés espécies de amostras coletadas, em 3A, 3B e 3T, correspondentes ao trigésimo
dia, Kowalczyk et al. (2016), denota que, o aparecimento desses picos, estdo presentes
entre os dias 36 e 40 do experimento, o que se assemelha com os dados coletados para
as trés espécies trabalhadas, que apresentaram, essas caracteristicas entre trigésimo e o

quadragésimo quinto dia, de degradacao.

54 COMPRATIVOS ENTRE OS RESULTADOS ENCONTRADOS E AOS
REFERENTES NA LITERATURA

Em assimila¢do ao descrito os organismos identificados referente a Rhodanobacter
spathiphylli e a Paenibacillus alvei, apresentaram resultados préximos aos descritos na
literatura. Quanto a Rhodanobacter spathiphylli, as pesquisas em termos de degradacgdo de
polimeros, ainda ndo foram expandidas, todavia, no género em que a espécie pertence,
das Rhodanobcter sp., encontra-se trabalhos quanto a biorremediagdo de compostos

toxicos no ambiente, como radiacdo, poluentes e metais bio acumuladores.

Quanto a Paenibacillus alvei, em termos de literatura, o microrganismo é bem
conhecido no que tange a degradacao de polietileno. Partindo-se de Park e Kim (2019),
o autor descreve que o microrganismo extraido de uma amostra de solo, possuiu uma
boa capacidade de degradagdo, pois apresentou, diminui¢do de bandas caracteristicas
no FTIR (2918 (CH;), 2851 (CH»), 1468 (CH3), 1373 e 718 cm™ ! (CH)), além de conseguir
reduzir o peso do material ap6s pesagem final. O mesmo foi suscitado, por Bardaji,
Furlan e Stehling (2019), que observou altera¢des na estrutura pelo FTIR e aparig¢do
de bandas, correspondentes a degradacdo e na superficie do polimero anexado ao
meio liquido, por meio de microscopia eletronica de varredura, denotou-se ranhuras e

rachaduras no filme pléstico.

As principais caracteristica das bactérias do género Rhodonobacter, é serem
microrganismos biorremediadores, diminuindo ou desaparecendo com as cargas
moleculares acumuladas de compostos altamente téxicos. Fato esse demonstrado por
(GREEN et al., 2012), no qual determinou que bactérias do género Rhodanobacter
detectadas em subsuperficies contaminadas de um aterro nuclear, apresentaram uma

boa capacidade em desnitrificar esses excedentes, ou seja, converter compostos de
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nitrogénio, como o nitrato, em formas gasosas como 6xidos e gds de nitrogénio. Além
disso, Caldeira et al. (2021), expds bactérias Rhodanobcter sp., em ambientes
contaminados por metais pesados como (aluminio, gélio e indio). Apés a alocagéo, a
espécie apresentou resisténcia as a¢des desses materiais, induzindo que esses
organismos conseguem atuar como um possivel biorremediador, por se manterem

atuantes, sob condi¢des adversas, como o baixo pH encontrado no meio reacional.

Buscando assimilar, com o desenvolvido, levando-se em conta que os polimeros
sdo resultantes de bioacumulacdo, especialmente em forma de microplasticos, que
persistem no ambiente por um longo periodo de tempo (ROY et al., 2021), por serem
materiais que possuem como caracteristicas alta resisténcia, serem rigidos, fortes e
resistentes a corrosdo, segundo (BRINSON et al., 2015). Partindo-se do exposto, pode-
se inferir que esses microrganismos, tenham capacidade, mesmo ainda ndo sendo
explorada, mas encontrada por meio da atuagdo da mesma, em meio contendo o
polietileno como fonte principal de carbono para sua alimentacdo. Além disso, sua
atuagdo sob a superficie do polimero em meio liquido, captada por meio da leitura do
FTIR, demonstrou nas bandas geradas, caracteristicas da atuacdo de um organismo

degradando as estruturas do composto polimérico.

Em assimilagdo ao descrito, T.B.I, que apresentou por meio das técnicas, de
gram e PCR, o apontamento de um provavel consércio entre duas espécies, e ainda
ndo é possivel inferir a qual espécie ambos o0s microrganismos presentes pertencem,
mas por meio do resultado positivo quando a formacgdo de halos, pode-se indicar que
h& dois potenciais degradadores. Essa caracterizagdo, tem como principio, o fato dos
microrganismos degradantes de polimeros excretarem enzimas extracelulares que se
difundem através do dgar e degradam o polimero em materiais soltiveis em 4gua,
conforme explicita Tokiwa et al. (2009). Somados a isso, Adithama et al. (2023), ao corar
suas amostras com Azul de Comassie-R, inferiu que a presenca dessas zonas, indicaram
que os isolados bacterianos, utilizaram-se do LDPE em p6 que se encontravam superficie
do agar, como fonte de carbono, fato que se assemelhou a T.B.I, que no meio corado,

obteve essa formacgédo caracteristica.
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6 CONCLUSAO

Por meio deste estudo, foi possivel identificar possiveis degradares de polietileno,
ao se extrair as amostragens do solo do Aterro Sanitdrio, da cidade de Toledo, no estado
do Parand. A partir da selecdo e isolamento dos organismos encontrados nesse recinto,
partindo-se de metodologias no escopo da microbiologia, encontrou-se trés organismos
com referida atuagdo, ambos inicialmente designados como T.B.I, B.D.A e A.R.G.

Verificou-se apds os isolamento dos microrganismos selecionados durante a
dilui¢do seriada, em meio de nutricional focado exclusivamente ao p6 de polietileno
agregado, que dos 11 isolados, trés apresentaram a formacao de halos no entorno de
suas coldnias. Essa formagdo mais clara, indica que houve uma atuagdo enzimatica por
parte dos microrganismos em degradar o composto suspendido. Quanto ao tamanho
de cada halo apresentado, B.D.A, foi a que apresentou maior didmetro de medigéo,
seguida por de T.B.Iea A.R.B.

Para identificar esses microrganismos, realizou-se a PCR das amostras, no qual
por meio do amplificagdo do gene 16s e sequenciamento do mesmo, foi possivel por
meio do gene sequenciado, pesquisar sequéncias similares no GenBank (BLAST). As
espécies identificadas para cada isolado foram: a Rhodanobacter Spathiphylli, Paenibacillus
alvei e T.B.I, no qual por ocorreu uma exce¢do durante o sequenciamento genético, pois
apresentou-se, duas bandas distintas e ilegiveis, o que indica que ha um consoércio de
duas espécies atuando juntas, fato comprovado com a coloragdo de gram e isolamento das
amostras. Através da coloracdo de gram, foi possivel indicar caracteristicas bioquimicas

intrinsecas aos microrganismaos.

Na caracterizagdo pelo FTIR foram identificadas alteracdes significativas nas
intensidades das bandas de cada microrganismo, nos seus grupamentos chaves do
quadragésimo quinto dia ao sexagésimo dia. Os fatos podem ser explicados, pela
presenca de grupos -OH, no meio reacional, gerando acidificagdo do meio, que indica a

presenca de metabdlitos desses organismos no meio reacional.

De modo geral, foi possivel concluir que a bioprospeccao realizada, encontrou
microrganismos com boas capacidades de degradacdo de polimeros, em especial o
polietileno, que se encontra na classe dos PEBD. Por meio dos experimentos realizados
Rhodanobacter Spathiphylli, Paenibacillus alvei e do consércio de microrganismos de T.B.I,
foi possivel observar essa relagdo. Por fim, através do determinado e dos ensaios
realizados, foi possivel abrir novas perspectivas quanto a acdo dos microrganismos
em materiais plasticos de deposigdo, apresentando novas espécies e ampliagdo dos

conhecimentos retratados.
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