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RESUMO

Os plasticos sao um dos principais problemas ambientais da atualidade. Entre eles, o polietileno
de alta densidade (PEAD) destaca-se por possuir alto peso molecular e hidrofobicidade. Aliado a
isso, seu descarte frequente e sua lenta taxa de decomposi¢ao, favorecem sua recalcitrancia no
ambiente. O uso de bactérias de diferentes locais tem sido relatadas na biodegradagdo de
variados polimeros, uma vez que estas conseguem liberar compostos e enzimas, facilitando a
mineralizagdo destes. No entanto, poucos estudos investigam e demonstram niveis satisfatdrios
de biodegradagdo de PEAD por bactérias. O objetivo do trabalho foi isolar bactérias de um aterro
sanitario e investigar o potencial destas para degradagdo plastica. Amostras de solo, residuos
plésticos e chorume foram coletados do aterro sanitario do municipio de Mossor6 (RN), a partir
de diferentes pontos. O protocolo de isolamento dividiu-se em dois grupos, com e sem
pré-enriquecimento com BHI, contendo discos de PEAD. As amostras foram agitadas a
temperatura ambiente por 45 dias e repicadas para obtencdo de culturas puras. As bactérias
obtidas foram caracterizadas morfologicamente ¢ quanto a resposta tintorial. Todos os isolados
foram investigados quanto a capacidade de degradar polietilenoglicol (PEG) como triagem para a
degradacdo de polietileno. Foi avaliada a producdo de enzimas lipases, esterases e lacases, com a
utilizacao de meios seletivos, para calculo do indice enzimatico. Foram obtidos 46 isolados, onde
a maioria foi proveniente do solo proximo da célula inativa. Deste total, 20 isolados
configuram-se como promissores degradadores de polietileno. Foi observado a produgdo de
lipases por 4 isolados em meio contendo Tween 80, j4 no meio contendo azeite de oliva 1%
foram observados a produgdo por 12 isolados. A producao de esterase foi observada em 13
isolados. Os testes para deteccao de lacases revelaram a adsor¢ao do Azul de Bromofenol por 25
isolados, ja quando utilizado o guaiacol como substrato, foi detectado produgdo em 8 isolados.
Os dados sugerem que isolados prospectados do aterro sanitdrio sdo potenciais degradadores de
polietileno e produtores de enzimas-chave em processos de biorremediagdo, os quais poderdo ser

investigados posteriormente na degradacao de PEAD.

Palavras-chave: plastico, biodegradagado, bactérias, aterros sanitarios.



ABSTRACT

Plastics are one of the main environmental issues today. Among them, high-density polyethylene
(HDPE) stands out for its high molecular weight and hydrophobicity. Coupled with frequent
disposal and its slow decomposition rate, this favors its persistence in the environment. The use
of bacteria from different sources has been reported in the biodegradation of various polymers, as
they can release compounds and enzymes, facilitating their mineralization. However, few studies
investigate and demonstrate satisfactory levels of HDPE biodegradation by bacteria. The
objective of this study was to isolate bacteria from a landfill and investigate their potential for
plastic degradation. Soil samples, plastic residues, and leachate were collected from the landfill
in Mossor6 (RN), from different points. The isolation protocol was divided into two groups, with
and without pre-enrichment with BHI, containing HDPE discs. The samples were agitated at
room temperature for 45 days and subcultured to obtain pure cultures. The obtained bacteria
were characterized morphologically and by staining response. All isolates were screened for their
ability to degrade polyethylene glycol (PEG) as a screening for polyethylene degradation. The
production of lipases, esterases, and laccases was evaluated using selective media to calculate the
enzymatic index. Forty-six isolates were obtained, with the majority coming from soil near the
inactive cell. Of these, 20 isolates were identified as promising polyethylene degraders. Lipase
production was observed in 4 isolates in medium containing Tween 80, while in medium
containing 1% olive oil, production was observed in 12 isolates. Esterase production was
observed in 13 isolates. Tests for laccase detection revealed Bromophenol Blue adsorption by 25
isolates, while when guaiacol was used as a substrate, production was detected in 8 isolates. The
data suggest that isolates from the landfill are potential polyethylene degraders and producers of
key enzymes in bioremediation processes, which could be further investigated for HDPE

degradation.

Keywords: plastic, biodegradation, bacteria, landfills.
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1. INTRODUCAO

Com as transformagdes industriais e sociais ao longo do tempo, houve uma mudanga
significativa no padrdo de consumo global, resultando em um aumento no uso de produtos de
curta duragdo. Essa pratica tem ocasionado uma producdo expressiva de residuos, especialmente
de plasticos. Estes, por sua vez, se apresentam como polimeros resistentes, maleaveis, flexiveis e
duradouros, que sao utilizados em diversos setores industriais para atender as necessidades

humanas (Almeida et al., 2021; Thew et al., 2023).

Desde sua criagao, os plasticos tém sido amplamente utilizados em diversas areas e por
isso sdo produzidos em larga escala. Estudos demonstram que sdo anualmente gerados
aproximadamente 400 milhdes de toneladas desses polimeros em todo o globo e a tendéncia ¢

que esse numero continue crescendo (Plastics Europe, 2023; Thew et al., 2023).

Apesar das diversas vantagens que o plastico oferece em termos de praticidade e
conveniéncia, sabe-se que muitos destes materiais sdo descartados logo apds o uso, o que
contribui significativamente para a geracao de residuos. Nesse sentido, estimativas realizadas, no
ano de 2019, pela Organizagdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Economico (OECD)
indicam que dos 460 milhdes de toneladas produzidas neste ano, cerca de 353 milhdes de
plasticos se tornaram residuos. Deste total, a maior fragao foi depositada em aterros sanitarios ou
incinerados e apenas 9% foram reciclados. Ainda assim, foi observado que 22% deste total foram
descartados inadequadamente, como em lixdes ou queimados a céu aberto, promovendo a

deposicao de 22 milhdes de toneladas de rejeitos plasticos no ambiente.

Aliado a isto, os plasticos sdo considerados polimeros recalcitrantes, podendo demorar
décadas para se decompor naturalmente. Como consequéncia da sua persisténcia, eles promovem
uma série de contaminagdes ambientais que atingem o ecossistema terrestre, aéreo e aquatico,

bem como, trazendo prejuizos a saude humana e animal (Mizoguchi, 2019).

Como reflexo deste processo, animais podem ser afetados através da ingestdo direta
destes, bem como, com o emaranhamento, ocasionando obstru¢do das vias digestivas,
dificultando a locomocdo e, consequentemente, a morte. A deterioracdo plastica ocasiona a

liberagdo de microplasticos, os quais em humanos podem ocasionar uma série de consequéncias a
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niveis sistémicos, culminando em problemas hepaticos, canceres e desregulagdo do sistema

endodcrino, por exemplo (Araujo ef al., 2022; Teuten et al., 2009).

Assim, foram tragadas diferentes estratégias a fim de mitigar essa problematica,
incluindo iniciativas como a reciclagem, incineracdo e a deposi¢do em aterros sanitarios.
Contudo, esses métodos possuem limitacdes, o que faz com que alguns destes possuam baixa

adesdo, como na reciclagem, por exemplo (Thew et al., 2023).

Neste contexto, destaca-se a biorremediacdo, uma técnica biotecnoldgica que consiste na
utilizacdo de organismos vivos ou de seus produtos metabdlicos para reduzir ou eliminar
contaminantes ambientais. Estudos recentes demonstram a eficacia de diferentes microrganismos,
especialmente bactérias, na biodegradagdo de diversos poluentes ambientais, incluindo plasticos

(Mallmann et al., 2019; Skariyachan et al., 2022).

Além disso, ¢ possivel isolar uma gama de bactérias de diferentes locais, visando sua
utilizag¢do biotecnoldgica. Um desses locais sdo os aterros sanitdrios, os quais apresentam variada
massa de residuos sélidos urbanos, sendo, entdo, colonizados por diversos microrganismos,
incluindo bactérias hidroliticas e fermentativas, acidogénicas, acetogénicas, arqueias
metanogénicas e bactérias redutoras de sulfato. Assim, pode-se entdo explorar esses ambientes,
almejando a obtencdo de uma diversidade de microrganismos adaptados a poluentes especificos e

que potencialmente apresentem mecanismos de degradacao intrinsecos (Mata-Alvarez, 2002).

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi prospectar bactérias em amostras
provenientes de um aterro sanitario, bem como avaliar o potencial de degradacao plastica destas

para posterior aplicacdo em estratégias de biorremediacao.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Plasticos

2.1.1 Visdo Geral

De acordo com Carneiro e colaboradores (2021), antes do advento dos polimeros
sintéticos, variados bens de consumo foram produzidos a partir de matérias-primas naturais, tais
como: marfim, madeira, cascos e 0ssos, por exemplo. Contudo, a exploracdo destes materiais
acarretava prejuizos a fauna e flora, além do fato de seus produtos gerados serem
majoritariamente manufaturados, eles possuiam baixa escala de producdo e precos menos

acessiveis.

A fim de substitui-los, iniciou-se a producdo dos polimeros sintéticos, o qual se
consolidou com a formulacdo da baquelite pelo pesquisador Leo Baekeland em 1907. Com este
feito surgiu o primeiro plastico, o qual se disseminou e sofreu diversas transformagdes ao longo

dos anos (Carneiro ef al., 2021).

Com a vantagem de ser flexivel e moldavel, os plasticos se apresentam como polimeros
organicos, resultado da unido de varias cadeias monoméricas, constituidas por atomos de

carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, cloro e bromo (Caixeta et al., 2022).

Inicialmente, estes polimeros sintéticos eram obtidos exclusivamente do petroleo bruto
(origem f06ssil), os quais passaram por diferentes transformagdes quimicas e originaram diferentes
produtos, como, por exemplo: o tereftalato de polietileno (PET), cloreto de polivinila (PVC),
poliuretano (PU), polietileno (PE), poliestireno (PS), polipropileno (PP) e poliamida (PA) (Silva,
2021).

A capacidade de gerar variados produtos com o petroleo e a caréncia de novas
tecnologias, favoreceram a disseminacdo dos plasticos. Ainda mais quando levado em
consideracdo os beneficios de seu uso, o qual pode ser evidenciado por sua enorme versatilidade,

resisténcia, maleabilidade, durabilidade e facil manipulagdo (Carneiro ef al., 2021).
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Entretanto, apds décadas de uso, verificou-se o grande impacto que os plasticos
ocasionam no meio ambiente e na saide dos organismos vivos. Por este motivo, a industria visou
produzir plasticos cada vez mais sustentaveis e biodegradaveis, cujo resultado foi a criacdo dos
bioplasticos. Estes, por sua vez, podem ser de base bioldgica, biodegradavel ou ambos, podendo
ser produzidos a partir de fontes renovaveis, como de vegetais, animais e produtos lacteos,

minerais e até de produtos microbianos (Campos, 2022; European Bioplastics, 2018).

Ademais, baseado em sua composi¢do quimica, eles sdo classificados ainda em
homopolimeros ou heteropolimeros. Os homopolimeros sdo formados por um unico tipo de
mondmero que se repete; ja os heteropolimeros sdo formados por dois ou mais mondomeros em
sequéncia, que irdo apresentar variagdes conforme o tipo de pléstico produzido (Caixeta et al.,

2022).

Quanto aos processos tecnoldgicos, estes sdo divididos em: termoplasticos ou
termofixos. Os termoplasticos sao polimeros de cadeias lineares ou ramificadas que possuem a
capacidade de suportar variagdes de temperatura e se moldar a ela, podendo ser reaproveitados.
Enquanto os termofixos, ou termorrigidos, sdo constituidos por muitas ligagdes cruzadas em sua
estrutura. Esta configuracdo confere a eles o comportamento termofixo, ou seja, ao serem
submetidos ao aquecimento niao suportam varia¢des de temperatura e sofrem degradagdo; por

este motivo, nao sao passiveis de reutiliza¢ao (Frimaio, 2019; Rodrigues, 2018).

Ainda assim, para conferir aos plasticos estabilidade e caracteristicas desejaveis, durante
sua fabricagao podem ser adicionados a eles uma série de aditivos. Estes possuem a capacidade
de melhorar um polimero sem alterar toda sua estrutura quimica (Rodrigues, 2018). Os principais

aditivos utilizados na fabricagdo de plasticos estdo descritos a seguir:

Quadro 1. Tipos de aditivos presentes em plasticos e seus exemplos.

ADITIVOS EXEMPLOS

Plastificantes Ftalatos
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Retardadores de chama

Acido boérico e retardantes de

bromados

chama

Antioxidantes e estabilizadores de UV

Bisfenol A e hidroxitolueno butilado

Estabilizadores de calor

Cadmio e compostos de chumbo

Agentes de deslizamento

Amidas de acidos graxos

Agentes de cura

Diaminodifenilmetano

Biocidas

Compostos de arsénio

Corantes e pigmentos Compostos de cadmio, ftalocianinas e sudan

Fonte: Adaptado de (Caixeta et al., 2022) e (Zanoni et al., 2016)

Nesse cendrio, os plasticos derivados do petroleo e os bioplésticos que contém esses
aditivos em sua composicao podem ter suas propriedades melhoradas, observadas através do
aumento da maleabilidade, resisténcia a variacdes de temperatura e radiagdo ultravioleta (UV) e
reducdo da inflamabilidade, por exemplo. Em contrapartida, estes modificadores podem ser
adicionados em qualquer parte da etapa de polimerizagdo ou processamento, em qualquer
propor¢ao, afetando diretamente sua toxicidade e biodegradabilidade, contribuindo para sua

recalcitrancia no ambiente e periculosidade para saide humana (Liwarska-Bizukojc, 2021).

2.1.2 Produ¢ao Mundial e Nacional de Plasticos

Em virtude dos beneficios de sua utilizacdo e a possibilidade de gerar diferentes
polimeros com caracteristicas de interesse, a base plastica pode ser aplicada em diferentes setores
industriais, tais como: setores de embalagens, de construgdo, de automoveis, elétricos e
eletronicos, lazer, agricultura e outros. Dentre estes, no continente europeu, o setor que mais

procura por plasticos ¢ o setor de embalagens, o qual engloba 40% das buscas. Esta distribui¢do
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reflete uma tendéncia observada a nivel mundial: a utilizagdo de embalagens plésticas para

descarte instantaneo ou quase imediato (Costa et al., 2019).

Segundo Mizoguchi (2019), até meados da década de 40 a producao global de plésticos
ndo alcancava 1 milhdo de toneladas anuais. Entretanto, com o advento da Segunda Guerra
Mundial sua utilizagdo se tornou massiva e, a €poca, estes polimeros foram empregados em itens
que iam de pentes até paraquedas, além de componentes de avides e armas. Desde entdo, sua
fabricacdo sofreu uma grande intensificagdo, aumentando cerca de 8,4% ao ano entre 1950 e
2015. Ja quando avaliado a geracdo de residuos plasticos ao nivel per capita, ocorreu aumento de
65 vezes, passando de cerca de 0,8 kg de plastico por pessoa para 55 kg, durante o mesmo

periodo (Mizoguchi, 2019; Geyer et al., 2017).

Estimativas da Plastics Europe (2023), apontam que no ano de 2022 foram fabricados
cerca de 400,3 milhdes de toneladas de plasticos em todo o globo. Contudo, a distribuicao desta
produgdo ocorreu de forma mais acentuada no continente asidtico (54%), especialmente na
China, a qual deteve cerca de 32% da producdo mundial. Em seguida, verificou-se o bloco
econdmico NAFTA (EUA, México e Canadd) com 17%, o continente europeu com 14%, o
continente africano com 9% e a América Latina com apenas 4% de toda produgdo, conforme

pode ser observado na figura abaixo:

Figura 1. Distribuicdo mundial da produgdo de plasticos.
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Africa
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4 0%

Fonte: Adaptado de (Plastics Europe, 2023)
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Apesar da baixa colocacdo no ranking mundial de producdo de plésticos, o Brasil tem
crescido exponencialmente. De acordo com dados da Associagdo Brasileira da Industria do
Plastico (Abiplast) de 2022, o Brasil produziu cerca de 6,7 milhdes de toneladas desses

polimeros, apresentando participacdo de 2% a nivel global.

Nesse cenario, em todo o globo sdo produzidos diversos tipos de plasticos, os quais irdo
atender diferentes demandas da sociedade. Ademais, ha alguns que sdo mais populares no Brasil
e estdo presentes em diferentes bens de consumos durdveis ou nio, como: poliestireno (EPS),
poliuretano (PU), polipropileno (PP), policloreto de vinila (PVC), polietileno de alta densidade
(PEAD) e de baixa densidade (PEBD), polietileno linear de baixa densidade (PEBDL),
politereftalato de etileno (PET) e acetato-vinil de etileno (EVA), por exemplo (Caixeta et al.,
2022).

Com base nisto, o perfil do consumo brasileiro, no ano de 2022, dos diferentes tipos de

polimeros sintéticos foi delimitado e pode ser observado na Figura 2.

Figura 2. Relacao dos principais plasticos consumidos no Brasil no ano de 2022.
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Fonte: Adaptado de Abiplast, 2022.

A partir da Figura 2, observa-se que o polipropileno ¢ o polimero mais consumido com
20,30%, o que pode ser atestado devido sua extensa aplicagdo em embalagens de alimentos, na

producao de copos plasticos, brinquedos e seringas descartaveis, por exemplo. Enquanto os
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demais polimeros possuem diferentes aplicagdes, como na fabricacdo de filmes, embalagens de

bebidas, materiais de construcao, produtos eletronicos, elétricos e resinas (Caixeta et al., 2022).

Com a taxa de crescimento apresentada ao longo das décadas, estudos indicam que em
2050 a produgdo global podera ser de 500 a 1800 milhdes de toneladas. Tais projecdes levantam
uma série de debates visto que esses materiais contribuem significativamente para geracdo de
residuo e, consequentemente, acabam por trazer uma série de impactos ambientais para todo

globo terrestre (Chen, Yan, 2020; Gallo et al., 2018).

2.1.3 Geracao de Residuos Plasticos

O crescente aumento da producdo de plasticos favorece a geracdo de residuos e o
acumulo de lixo, sobretudo por possuirem uma vida util reduzida e uma lenta taxa de degradagao

no ambiente (Gallo et al., 2018).

Segundo a Abiplast (2022), no ano de 2021 o Brasil gerou aproximadamente 4,3
milhdes de toneladas de residuos plasticos. Ademais, pesquisas apontam que ha atualmente 150
milhdes de toneladas destes residuos apenas no ambiente marinho e, com a manutengao do ritmo
de produgdo, a estimativa ¢ de que até o ano de 2050, haja nos oceanos mais plasticos do que
peixes, em peso. Tal prognostico evidencia ainda mais a problematica de sua utilizagdo em

grande escala e seu descarte inadequado (World Economic Forum, 2016).

Desse modo, os plésticos se tornaram um grande problema ambiental, os quais devem
ser gerenciados adequadamente. Como resultado, houve uma série de discussdes internacionais e
nacionais para tragar estratégias visando mitigar essa problematica. Essas discussdes culminaram
na producao de cartas, tratados e Projetos de Lei para melhor lidar com esses residuos (Caixeta et

al., 2022).

As principais solugdes elaboradas estdo inseridas em trés categorias: contencio,
mitigacao e remediacdo. Inserida nessas, tem-se o processo de reciclagem, a qual recupera a parte

reutilizdvel de um produto e a reintroduz no ciclo de produ¢do novamente. Isso se torna
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especialmente util porque diminui a necessidade de producdao de novos plésticos e da destino ao

pléstico ja gerado (Arpia et al., 2021).

Além desta, ha também o método de recuperacdo de energia, que utiliza de processos
térmicos para destruir o polimero, podendo ocorrer por meio de combustao ou pirdlise. Quando
submetido a altas temperaturas, o plastico ¢ degradado por completo e parte da energia usada
pode ser recuperada, além de reduzir o volume de residuos. Entretanto, a utilizagcdo dessa técnica
apresenta a desvantagem da liberacao de vapores e gases poluentes, que sdo resultados da propria
estrutura quimica desses polimeros sintéticos e dos aditivos usados na producao (Geyer et al.,

2017).

Ademais, a destinagdo mais frequente para esses residuos € sua deposicdo em aterros
sanitarios ou, inadequadamente, no meio ambiente. Neste caso, o descarte ocorre com a perda
total do material. Quando em aterros, ocorre também o descarte, porém alguns cuidados sdo
considerados, como a impermeabilizacdo do solo e o controle do volume de lixo depositado, por

exemplo (Geyer et al., 2017).

Contudo, sabe-se que uma parte consideravel dos residuos gerados sao descartados
incorretamente, contaminando os ecossistemas terrestres, aquaticos ¢ a atmosfera. Além disso,
por serem recalcitrantes e uma grande parcela destes ndo serem biodegradaveis, seu processo de
degradagdo pode naturalmente levar de décadas a séculos, agravando ainda mais a situagao

(Mizoguchi, 2019).

Figura 3. Lixo contendo residuos plasticos depositados no Aterro Sanitario de Mossord (RN).
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]

Fonte: (Autoria propria, 2024)

Em virtude dos fatos mencionados, nota-se que ha vantagens e desvantagens em todos
os métodos atualmente disponiveis. Contudo, a reducao do uso e substitui¢do dos materiais sao as
formas mais desejaveis e benéficas. A substituicio dos plasticos de origens fosseis por
bioplasticos, configuraria uma boa estratégia, visto que estes sdo obtidos de fontes renovaveis,
acarretando menos problemas ambientais (Yasin et al., 2022). Porém, atualmente observa-se uma

lenta modificagdo nas preferéncias dos consumidores nesse sentido.

Nesse caso, a reciclagem destaca-se como uma solu¢do adequada para destinacdo de
residuos plasticos. Apesar disso, estudos realizados pela Abiplast (2022) mostram que o Brasil
alcangou um indice de reciclagem de apenas 23,4% em 2021. Esta porcentagem pode ser
atribuida a problemas como a contaminagdo dos pladsticos com outros materiais, além da

utilizagdo de polimeros diferentes em camadas, por exemplo (Geyer et al., 2017).

A distribuigdo desse processo foi mais expressivo nas regioes Sudeste e Sul do pais,
revelando uma baixa adesdo na reciclagem pds-consumo, indicando a utilizagdo de outras formas

de destinagdo. Além disso, mostra que a maioria das empresas que realizam esse servigo sao mais
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comuns nos grandes centros econdmicos do pais, enquanto regides menos desenvolvidas

possuem um baixo nivel de reciclagem e reaproveitamento desses polimeros (Abiplast, 2022).

Do total de plasticos produzidos anualmente, aproximadamente 70% foi encaminhada
para aterros, reciclagem ou unidade de recuperacdo de energia; enquanto os 30% restantes foram
descartados inadequadamente, evidenciando o grau de relevancia que esse xenobiotico representa

(Liwarska-Bizukojc, 2021).

2.1.4 Mecanismos de Degradagao Natural

A fim de que a degradacdo natural dos plasticos ocorra sdo necessarias um conjunto de
condigdes que favorecam esse processo, os quais sao ditados pela presenca dos fatores abioticos e

bioticos (Caixeta et al., 2022).

A degradagao abiotica estd relacionada com as condigdes do ambiente que circunda o
poluente, nesse caso, as propriedades fisicas e quimicas, como: temperatura, pH, umidade,
salinidade, nivel de oxigénio e luz. Além disso, as propriedades da superficie na qual o plastico se
encontra, como topografia, hidrofobicidade da superficie e, ainda, distribuicdo das cargas
elétricas, peso molecular, os tipos de grupos funcionais e aditivos adicionados (Caixeta et al.,

2022; Zhang et al., 2021).

Enquanto a degradacdo biotica ou biologica, ocorre pela presenga de organismos vivos
que possuem a capacidade de metabolizar esses poluentes ou liberar compostos e substancias
capazes de promover a destruicdo desses materiais. Dentre esses compostos, destacam-se as

enzimas, acidos, gases e os surfactantes, por exemplo (Zhang et al., 2021).

Ademais, a degradagdo destes polimeros pode ocorrer por meio de métodos térmicos,
fotodegradativos, quimicos, mecanicos e biologicos. Entre eles, podemos citar processos como: a
pirdlise, a biodegradacdo, irradiacdo, hidrolise e fragmentacdo (Guo, Wang, 2019; Rabello,
White, 1997; Zhang et al., 2021). Os tipos de degradagdo pléastica e seus mecanismos estao

resumidos na Figura 4.
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Figura 4. Esquema da degradacdo pléstica e seus mecanismos.
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Fonte: Adaptado de Zhang et al., 2021.

Um dos precursores da deterioracdo dos plasticos no ambiente natural ¢ a
fotodegradacdo. Trata-se de um processo que envolve uma série de reacdes quimicas, mediadas
por radicais livres, iniciadas através da exposicao a luz solar. O principal agente responsavel pela
liberacao desses radicais ¢ a irradiacao ultravioleta (UV) de alta energia UV-B (290 — 315 nm) e
de média energia UV-A (315 — 400 nm), cuja interacdo com o oxigénio atmosférico produz os
radicais peroxi. Assim, durante a reacdo alguns compostos sdo produzidos, como: cetonas, acidos
carboxilicos, ésteres, aldeidos e alcoois. Por meio desses, pode ocorrer a cisdo da cadeia e a

reticulacdo dos polimeros (Rabello, White, 1997; Zhang et al., 2021).

Os métodos térmicos referem-se ao uso de altas temperaturas para quebra dos plésticos.
Quando adicionado calor suficiente, ocorre a cisdo das cadeias e a liberagao de radicais, estes em
contato com o oxigénio, desencadeiam uma cascata de reagdes resultando na redu¢ao ou aumento

do tamanho das moléculas, causando a cisdo e reticulagdo das cadeias. Contudo, por se tratar de
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uma técnica altamente exotérmica, torna-se improvavel que esta ocorra no ambiente natural

(Arpia et al., 2021; Zhang et al., 2021).

J& os métodos quimicos ocorrem pela presenca de compostos quimicos organicos, que
podem ser encontrados na natureza ou nao. Estes compostos promovem a formagao de radicais
via reagdes fotoquimicas, resultando na deterioracao dos polimeros. Pode-se citar os compostos:
ozonio (O;), didxido de enxofre (SO,), diéxido de nitrogénio (NO,) e compostos organicos
volateis (VOCs). Ademais, técnicas baseadas em processos quimicos ndo sdo muito empregados,
pois podem ocasionar a liberagdao de residuos e fragdes toxicas (Arpia et al., 2021; Zhang et al.,

2021).

Enquanto a degradagdo mecanica ocorre como resultado de forcas externas sobre os
polimeros, as quais podem advir da colisdo e atrito destes com rochas e sedimentos, além do

processo de congelamento e descongelamento (Arpia ef al., 2021).

Por fim, o processo bidtico estd relacionado com a degradagao realizada por organismos
vivos de diferentes tamanhos e espécies. De acordo com Zhang e colaboradores (2021), para que
isto ocorra, diferentes mecanismos podem ser utilizados, tais como: mordida, mastigacdo ou
fragmentacdo digestiva e, ainda, liberagdo de moléculas biologicamente ativas que tenham
capacidade de metaboliza-lo. Nesse cendrio, destaca-se o papel crucial que os organismos tém

desempenhado na degradagdo bioldgica de plasticos, incluindo bactérias, fungos e insetos.

Ainda assim, com a liberagdo de compostos e enzimas extracelulares, a deterioragdo
biotica € promovida por processos de hidrolise e oxidagdo enzimatica. Como resultado, t€ém-se a
quebra do polimero e a liberagao de pequenos fragmentos moleculares, os quais podem ser ainda

assimilados ou ndo pelos microrganismos como fonte de carbono (Chen, Xiong et al., 2019).

Em decorréncia destes mecanismos, os plasticos apresentam mudancas visuais €
estruturais, em virtude de modificacdes nas suas propriedades fisico-quimicas. Essas mudangas
incluem: alteragdes na cor, superficie, cristalinidade, tamanho das particulas, densidade, além de

fissuras e fraturas em sua estrutura (Guo, Wang, 2019).
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2.1.5 Impactos Ambientais

Apesar dos mecanismos de degradacdo e gestdo de residuos, o descarte excessivo de
plasticos causam a sobrecarga dos ecossistemas terrestres, aquaticos e na atmosfera, trazendo

impactos negativos na saide humana e animal.

Por se tratarem de polimeros sintéticos, sua producdo e destinagdo principal ocorre no
meio terrestre, sendo descartados em quantidades de 4 a 23 vezes mais do que em ambientes
marinhos. Uma vez descartados, esses sao encaminhados para aterros sanitarios e lixdes, onde a
falta de controle desses ambientes favorece a contaminacao do solo (Atlas Do Plastico, 2020;

Silva, 2021).

Figura 5. Residuos plasticos em lixao.

Fonte: (Agéncia Brasil, 2014).

Com a deterioracdo desses materiais em pequenos fragmentos, t€ém-se os chamados
microplasticos (MP) com tamanhos inferiores a 5 mm e os nanoplésticos (NP) com menos de 1

um. Esse processo, aliado a deposi¢do em grandes volumes de residuos plasticos, resulta na
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contaminagdo desses ambientes. Como consequéncia, os solos ficam impréprios para diversas
atividades, dificultando o crescimento da vegetacdo, alterando a estrutura do solo e o habitat dos
organismos. Além disso, esses fragmentos diminutos podem alcancar os lengdis fredticos e
contaminar as aguas, além de afetar o metabolismo de diferentes animais, a medida que a

exposicao a essas particulas aumenta (Costa et al., 2019; Silva, 2021).

Nesse sentido, dados do Atlas do Plastico (2020) mostram que sdo encontradas em
média 325 particulas plasticas por litro de d4gua engarrafada, usada para consumo humano. Essa

abundancia ¢ reflexo da contaminacao de fontes de agua potavel por este xenobiotico.

J& no ecossistema aéreo, sua dispersao pode ocorrer por meio de diferentes formas. De
acordo com Silva (2021, p.23), esse processo ocorre “por meio da erosao edlica, uma vez que
particulas plasticas se desprendem dos pneus por conta do desgaste, particulas de tintas, fibras
sintéticas, residuos de atividades agricolas, eles sdo levados para atmosfera por conta dos

ventos”.

Ainda assim, quando submetidos a incineragao, esses residuos promovem a liberagao de
produtos nocivos como dioxinas, furanos, além de gases toxicos e CO, na atmosfera. Esse
impacto ambiental pode contribuir significativamente para o efeito estufa e aumentar o risco de

doengas respiratorias (Silva, 2021).

Ademais, como reflexo das acdes humanas e descarte inadequado, outro ecossistema
amplamente prejudicado ¢ o aquatico. Com o decorrer dos anos, milhdes de toneladas de
plésticos tém alcangado esses ambientes, principalmente devido as atividades costeiras (Jambeck

et al., 2015; Silva, 2021).

Por possuirem densidade menor que da dgua, Eriksen e colaboradores (2014) estimaram
mais de 5 trilhdes de fragmentos plésticos flutuando nos oceanos a época. O volume citado
corresponde a um peso de mais de 250 mil toneladas a deriva no mar, os quais ao entrarem em
contato com as correntes marinhas rotativas, ou giros oceanicos, se dispersam destes e

concentram-se em pontos especificos.

r

Um exemplo notério desta problemdtica ¢ o chamado Grande Porcdo de Lixo do

Pacifico (GPLP) ou vortice de lixo do Pacifico. Relatos de 2019 indicam que o lixo plastico
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acumulado neste ponto ultrapassava as 80.000 toneladas, se estendendo por cerca de 1,6 milhdes
km? entre o Havai e a Califoérnia. Entretanto, como desde entdo, a producao destes polimeros nao
desacelerou, acredita-se que esse numero tenha crescido ainda mais (Costa et al., 2019; Lebreton

et al., 2018; Silva, 2021).

Figura 6. I1ha de plastico do Pacifico.

Fonte: (Power, C., 2023).

Além disso, outra preocupacao que tem surgido ¢ a perda de flotabilidade dos plasticos.
Mudangas nessa caracteristica dificultam a separacdo dos residuos solidos da dgua, promovendo
o acumulo de MP nas por¢des mais profundas das aguas. Com a deposicdo desses nas
profundezas, a taxa de degradagdo ¢ consideravelmente reduzida. Isso pode ser explicado, pois
esses locais possuem baixas temperaturas e niveis menores de luz e oxigénio, afetando o

metabolismo de microrganismos degradadores de plasticos (Lebreton et al., 2018).

Em virtude dos fatos mencionados, essa situagdo causa prejuizos significativos ao

ambiente e a todos os organismos que habitam nele. A presenca de plasticos ¢ associada a uma
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série de efeitos adversos nos animais, incluindo a ingestdo desses e emaranhamento, bloqueio do
trato digestivo, ferimentos, perda de mobilidade, redu¢do do tamanho e sobrevivéncia da prole e

até mesmo morte (Gregory, 2009; Mizoguchi, 2019).

Figura 7. Consequéncias do plastico na vida animal.

Fonte: (TNH1, 2018).

Ademais, estes efeitos ja foram documentados em mais de 250 espécies marinhas, tais
como: tartarugas, pinguins, baleias, peixes, crustdceos e mais de 100 espécies de aves marinhas.
No entanto, como essas espécies fazem parte da cadeia alimentar, os impactos da polui¢do podem
ser sentidos em todos os niveis troficos, afetando até mesmo a satide dos seres humanos (Gregory,

2009; Mizoguchi, 2019).

2.2 Polietileno (PE)

A partir da decomposi¢ao térmica de hidrocarbonetos saturados obtém-se o eteno, cuja
polimerizagao resulta no plastico chamado polietileno (PE). O polietileno ¢ um alcano de

aparéncia cristalina e flexivel que se enquadra na categoria de termoplastico. Assim, por ndo
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possuir ligagdes cruzadas em sua estrutura, possui uma maior maleabilidade e capacidade de

suportar diferentes temperaturas (Treptow, 2018; UFSC, 2023).

Os PE sdo caracterizados por seu alto peso molecular, que varia de 28.000 a 280.000
g.mol™, por sua cadeia carbonica compacta e sua elevada hidrofobicidade, caracteristicas essas,
que os tornam inertes frente a diversos reagentes quimicos. Além disso, a exce¢do dos aditivos
empregados, ndo exibem toxicidade e em temperaturas inferiores a 60 °C sdo soluveis em

variados solventes (Coutinho et al., 2003; Treptow, 2018).

Em fungdo disso, eles possuem uma grande aplicabilidade no cotidiano, sendo, entdo,
utilizados em uma gama de produtos comerciais. Com isso, o mercado desses polimeros tém
crescido acentuadamente, cerca de duas vezes a mais do que o Produto Interno Bruto (PIB)

(Coutinho et al., 2003; UFSC, 2023).

Ademais, o polietileno pode ser classificado de acordo com sua densidade, como:
polietileno de baixa densidade (PEBD), polietileno de alta densidade (PEAD), polietileno linear
de baixa densidade (PELBD), polietileno de ultra alto peso molecular (PEUAPM) e polietileno
de ultra baixa densidade (PEUBD) (Coutinho ef al., 2003). Contudo, o enfoque deste estudo foi o
PEAD.

2.2.1 Polietileno de Alta Densidade (PEAD)

Os PEAD sdo sintetizados por meio de diferentes iniciadores, como catalisadores
Ziegler-Natta, catalisadores metalocénicos e processo Philips, em pressdo e temperatura bem
estabelecida. Como resultado, obtém-se polimeros com alto peso molecular, cadeias dobradas,
resisténcia ao calor, altas densidades e maiores cristalinidades quando comparados aos PEBD.
Além disso, os PEAD apresentam baixa reatividade quimica, sendo estaveis em diferentes

solucdes, independente do pH (Coutinho et al., 2003; Napoli, 2022).

Por estes motivos, os PEAD possuem elevada rigidez, resisténcia a abrasao, ao impacto,
sendo uteis na confecgdo de baldes, bacias, brinquedos, recipientes para alimentos, tampas para

garrafas, bombonas, tanques e tambores e, ainda, no isolamento de fios telefonicos,
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geomembranas, revestimento de tubulagdes metélicas, tubos para redes de saneamento e de

distribuicao de gas (Coutinho et al., 2003; Napoli, 2022).

Nesse cenario, esta resina teve participagdo de 13,8% na produgao nacional de plasticos,
no ano de 2022, demonstrando sua relevancia na industria € no uso cotidiano (Abiplast, 2022).
No entanto, suas caracteristicas de hidrofobicidade e resisténcia, somadas a sua alta producao,
fazem com que esses materiais apresentem uma alta recalcitrancia nos ecossistemas. Assim, ¢
essencial desenvolver estratégias de degradacdo para reduzir os efeitos negativos de seu uso.

Uma estratégia que pode ser empregada € a aplicagao da biotecnologia ambiental.

2.3 Biotecnologia Aplicada

Visando mitigar os efeitos desses xenobidticos, as pesquisas se voltaram para a
utilizagdo da biotecnologia como meio para alcancar este fim de forma mais ecoldgica (Bardaji,

2018).

Na area da biotecnologia ambiental tem-se a biorremediagdo, que consiste na utiliza¢ao
de organismos vivos como plantas, insetos € microrganismos eucariontes € procariontes para

remediar contaminantes no ambiente, dentre os quais, os plasticos (Mallmann ef al., 2019).

Para que isto ocorra, faz-se necessario conhecer as caracteristicas fisico-quimicas e
propriedades dos poluentes, bem como, do meio que o circunda. Ainda assim, diferentes
estratégias podem ser utilizadas, como ¢ o caso da biorremediagdo in situ e ex situ. A primeira se
refere a remediagdo do poluente em campo, ou seja, sem remocao dele do local onde esta
inserido; ja o segundo, refere-se a remogao do poluente para outro local, a fim de estudar sua

degradagdo (Mallmann et al., 2019; Spilborghs, 1997).

Visando a remedia¢do dos polimeros plésticos, a principal estratégia de biorremediagao
utilizada atualmente ¢ a biodegradacdo por microrganismos, especialmente, por bactérias

(Mallmann et al., 2019).
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2.3.1 Biodegradagao por Bactérias

A biorremediacao microbiana envolve mecanismos que “[...] degradam ou transformam
contaminantes a formas menos toxicas, ou ndo toxicas, visando a recuperacdo do ambiente

contaminado” (Mallmann et al., 2019, p.2).

Nesse sentido, bactérias e fungos t€m sido avaliados em pesquisas quanto ao seu
potencial biorremediador, dentre estes, as bactérias t€ém apresentado grande relevancia. Dessa
forma, variadas linhagens tém sido identificadas, como Brevibacillus, Bacillus, Comamonas,

Clostridium, Acinetobacter, Aspergillus, Rhodococcus, Staphylococcus e Pseudomonas, por

exemplo (Almeida et al., 2021; Costa et al., 2015).

Diferentes estudos vém relatando a utilizagdo de bactérias ou consorcios microbianos
com fins remediadores. As estratégias utilizadas podem envolver técnicas in sifu ou ex situ e,
ainda, utilizar microrganismos nativos ou geneticamente modificados. Além disso, pode-se
utilizar microrganismos autdctones — do proprio ambiente —, ou ainda, aloctones — que sao
estranhos ao ambiente que se visa remediar (Almeida et al., 2021; Mallmann et al., 2019;

Skariyachan et al., 2022).

Nesse contexto, a ocorréncia da biodegradagdo plastica depende da presenca dos fatores
biodticos e abidticos e envolve as etapas de biodeterioracdo, biofragmentagdo, bioassimilagdo e

mineralizagdo (Skariyachan et al., 2022).

De acordo com Almeida e colaboradores (2021), a biodeterioragdo envolve a formagao
de biofilme pelos microrganismos e secre¢ao de substancias poliméricas extracelulares (EPS). Os
EPS promovem a adesdo bacteriana aos plasticos e causam a quebra das ligacdes quimicas,
originando fissuras e poros com a forma¢ao de compostos acidos. Com a presenca de fissuras e
poros, ocorre a biofragmentacdo, cuja etapa envolve a quebra do polimero em fragmentos
menores, através da acao de enzimas oxigenases e hidrolases. A terceira etapa, a bioassimilagao,
envolve a entrada dos mondmeros na célula microbiana, por transporte passivo ou ativo. Apds
internalizacdo destes na célula, ocorre a mineralizagdo, a qual refere-se a utilizacdo desses
mondmeros em processos de respiracao ou fermentagdo, causando a oxidacgao destes e a liberacao

de compostos como agua, didéxido de carbono, metano e nitrogénio.
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Ademais, a atuagdo das bactérias nesse processo envolve a liberagdo de substancias e
compostos organicos, tais como acidos, solventes, gases, biossurfactantes e enzimas. Esses
compostos ou moléculas vao atuar na quebra dos polimeros em pequenos fragmentos

(Skariyachan et al., 2022; Thew et al., 2023).

Ainda assim, sabe-se que esse processo ocorre de forma mais facilitada em plasticos
mais hidrolisaveis, como em bioplasticos, do que em pouco hidrolisdveis, como os de origem
fossil.  Nesse ultimo, enquadram-se o PE, PP ¢ PVC, os quais sdo menos suscetiveis a
degradacdo por enzimas extracelulares. Contudo, diferentes estudos vém relatando os beneficios
da utilizagdo dos pré-tratamentos na biodegradacdo dos plésticos, hidrolisaveis e nado
hidrolisaveis. Esses pré-tratamentos auxiliam no aumento da degrada¢do enzimatica e
microbiana, podendo incluir a utilizagdo de radiacdo UV, fragmentacdo mecanica e tratamento

com plasma, por exemplo (Yasin ef al., 2022).

Apesar das extensas vantagens de utilizacdo desta técnica, hd ainda desafios a serem
ultrapassados. Segundo Thew e colaboradores (2023), alguns desses desafios sdo: a deficiéncia
de métodos padronizados para avaliar a capacidade de deterioracdo de microrganismos e
enzimas, além da avaliagdo dos efeitos de aditivos sintéticos no processo de biodegradacdo e a

ineficiente caracterizacdo de enzimas que atuam nesse processo.

Dessa forma, surge entdo a necessidade de realizar a prospec¢do de microrganismos em

diferentes ambientes visando sua utilizagdo em estratégias de biorremediagao.

2.3.1.1 Produtos do metabolismo microbiano na biodegradacao

Por apresentarem uma elevada plasticidade genética, os microrganismos possuem uma
grande capacidade de se adaptarem as mais diversas condigdes. Em um ambiente com certa carga
de poluentes, seu organismo sofre modificacdes para degradar muitas vezes esse material e

utilizar ele parcial ou totalmente como fonte de energia (Santos, 2014).

Uma das estratégias utilizadas por eles ¢ a producao de enzimas, catalisadoras naturais

de reagdes que desempenham papéis fundamentais no metabolismo. Elas possuem sitios de
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ligagdes especificos e atuam de diferentes maneiras, porém sua catalise muitas vezes envolve

reacOes hidroliticas e oxidativas (Campos, Oliveira, 2022).

Neste sentido, as enzimas podem agir sobre as cadeias laterais ou centrais dos
polimeros, promovendo a oxidacao de grupos funcionais, ou hidrélise de ligacdes, ocasionando
modificacdes na sua estrutura e hidrofobicidade, facilitando o acesso dos microrganismos aos

polimeros (Costa et al., 2015).

A relevancia destas se da principalmente pela estabilidade frente as variagdes de pH,
temperatura, solventes e sais. Além de configurarem uma estratégia ecologica e de baixo custo de
producao. Dessa forma, uma gama de enzimas podem atuar na biodegradacao dos plasticos, tais
como: hidrolases e oxidorredutases. Estas, por sua vez, podem ser obtidas de bactérias e

desempenhar diferentes estratégias de degradagao (Edson, 2017; Costa et al., 2015).

As hidrolases apresentam um papel importante em processos industriais e
biodegradativos, uma vez que realizam a quebra de moléculas na presenga de dgua. Dentre as
hidrolases, as lipases e esterases sdo observadas com maior frequéncia na degradacio
biotecnoldgica de polimeros, por possuirem a capacidade de hidrolisar &cidos graxos de tamanhos
variados. As lipases t€ém como substrato acidos graxos de cadeia longa, enquanto as esterases,

hidrolisam 4cidos graxos de cadeia curta (Campos, Oliveira, 2022; Kumar et al., 2012).

Ja as oxidorredutases possuem a capacidade de degradar polimeros através da
transferéncia de elétrons de uma molécula para outra, ou ainda, por promover a formagao de
radicais livres. Elas incluem diferentes subclasses de enzimas, tais como as oxidases. Nesta
ultima, estdo contidas as lacases. As lacases sao metaloproteinas que possuem como co-fator ions
de cobre. Elas possuem ampla especificidade para compostos aromadticos contendo grupos
hidroxila e amina, sendo uteis na degradacdo de diferentes xenobidticos, bem como na
descoloragdo de corantes, como o azul de bromofenol (Costa et al., 2015; Kumar et al., 2016;

Forootanfar et al., 2012).
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3. HIPOTESES

Aterros sanitarios abrigam microrganismos possiveis de se isolar em meios de cultura
através de técnicas de enriquecimento.
Os microrganismos isolados possuem potencial para produzir enzimas-chave na catalise

de plasticos e habilidade para degradar polietilenoglicol.
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4. JUSTIFICATIVA

A necessidade de encontrar meios de degradar plasticos ¢ fundamental para enfrentar um
dos principais problemas da atualidade: a polui¢do pléstica. Os plésticos sdo um dos polimeros
mais utilizados em nossa sociedade, possuindo diferentes tipos e aplicagdes. Entretanto, devido a
sua lenta decomposi¢do e a sua massiva produgdo, tém-se como resultado o acimulo expressivo
desses residuos no meio ambiente. Em virtude disso, essa problematica tem ocasionado uma série
de impactos negativos a nivel global, tais como: a contamina¢do dos solos, dos rios e mares,

poluicdo atmosférica e prejuizos a saude animal e humana.

Nesse sentido, foram tomadas medidas para reduzir essa situacdo, como a reciclagem,
incineracdo e criagdo de aterros sanitarios, mas esses mecanismos apresentam algumas
deficiéncias e possuem baixa adesdo nas cidades. Desse modo, torna-se indispensavel o
desenvolvimento de novas estratégias que sejam eficazes na mitigacdo desta questdo. A
alternativa mais interessante para esse fim € a biorremediacdo, que utiliza organismos vivos para
remediar contamina¢des ambientais. Isso inclui a biodegradacdo promovida por bactérias, que
através de diferentes processos podem promover a quebra desses xenobidticos, mineraliza-los e

ainda os utilizar como fonte de carbono para sua sobrevivéncia.

Em virtude disso, torna-se essencial a prospec¢ao de bactérias degradadoras de plasticos
em diferentes ambientes, como em aterros sanitarios, a fim de identifica-las e avaliar seu
potencial degradador em diferentes tipos desses polimeros. Esses estudos servirdo como base

para futuras pesquisas e aplicagdes de técnicas biorremediadoras.
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5. OBJETIVOS DA PESQUISA

5.1 Objetivo Geral

Isolar bactérias de amostras de solo, residuos plasticos e chorume de um aterro sanitario e

investigar o potencial para degradagao de plastico.

5.2 Objetivos Especificos

- Isolar bactérias de amostras de solo, residuos e chorume do aterro, utilizando técnicas de
enriquecimento;

- Realizar a caracterizagdo morfoldgica e resposta tintorial dos isolados;

- Testar o potencial de produgdo de enzimas relacionadas a degradagdo de plasticos, tais
como hidrolases e lacases;

- Testar o potencial dos isolados bacterianos em degradar polietilenoglicol (PEG) como

forma de triagem para degradacdo de polimeros plasticos.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Coleta das amostras

A fim de se obter bactérias com potencial de degradagdo de polietileno, foram coletadas
amostras de solo, residuos plasticos e chorume de um aterro sanitario, no municipio de Mossoro
(Rio Grande do Norte, Brasil). O aterro esta localizado as margens da BR 110, no sentido
Mossoro/Areia Branca, sob as coordenadas geograficas: 5° 10 54,94““de latitude sul, 37° 16*

40,70 de longitude oeste e altitude de 34 m, conforme exibido na Figura 8.

Figura 8. Mapa de Mossor6 (RN), destacando a localizag@o do aterro sanitario.

(Fonte: Autoria propria, 2024)
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As amostras foram obtidas de diferentes pontos do aterro, tais como: de células ativas,
inativas, tanque de chorume jovem (05 anos de deposi¢do), tanque de chorume estabilizado (14
anos de deposicao - inativo) e das redondezas das células, evidenciados na Figura 9. Foi realizada
amostragem da por¢do mais superficial do solo para obten¢do de microrganismos aerobios, cuja
coleta ocorreu com cerca de 3 a 5 cm de profundidade, os quais foram acondicionados em frascos

plasticos e vidrarias estéreis.

Figura 9. Imagem de célula inativa (A), tanque de chorume estabilizado (B), célula ativa (C) e tanque de

chorume jovem (D) do aterro de Mossoro.

Fonte: (Autoria propria, 2023)

No total, foram selecionadas 8 amostras, as quais foram identificadas através de letras,
sdo elas: solo proximo da célula inativa (A); amostra de chorume jovem (B); solo da célula ativa
com infiltrado de chorume (C); solo da célula ativa 1 (D); solo da célula inativa (E); solo da
célula ativa 2 (F); solo proximo da célula ativa com amostra de plastico (G) e chorume

estabilizado (H).
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Os exemplares foram conservados em gelo para o transporte até o Laboratério de
Biotecnologia e Microbiologia Ambiental (LABIOMA), localizado no Departamento de
Biociéncias do Centro de Ciéncias Biologicas e da Satide da UFERSA.

6.2 Limpeza das vidrarias para coleta e isolamento

Para controle das fontes de carbono no experimento, as vidrarias utilizadas foram
submetidas ao hipoclorito de sddio (NaClO) por 30 minutos, em seguida lavados com agua e
detergente. Decorrida a lavagem, foram enxaguados com agua destilada e autoclavados a 121 °C

por 15 minutos.

6.3 Preparacio dos filmes de PEAD

Filmes de PEAD foram obtidos a partir de sacolas plasticas, coletadas de um
supermercado na cidade de Mossor6—RN. As sacolas foram cortadas em discos de 5 cm de
diametro (Figura 10) nas por¢des que ndo apresentavam tinturas de impressdo. Em seguida,
foram limpas com &gua corrente e dgua destilada, desinfectadas com alcool 70° e enxaguadas

com agua destilada autoclavada. Apos isso, foram submetidas a luz UV por 15 minutos.

Figura 10. Sacolas e discos plasticos de PEAD.
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Fonte: (Autoria propria, 2023)

6.4 Isolamento das bactérias de aterro sanitario

Para o isolamento das bactérias, a metodologia foi baseada na descrita por Bardaji et al.
(2019), com adaptacdes. O protocolo de isolamento foi dividido em 2 grupos experimentais: com

e sem pré-enriquecimento com BHI.

No primeiro grupo, 1 g de solo/residuos ou 1 mL de chorume foram adicionadas a tubos
contendo meio Brain Heart Infusion (BHI). Ap6s 24h de incubacdo, a temperatura ambiente, 10
mL da cultura foram adicionados a um erlenmeyer com 90 mL de Meio Salino Minimo (MSM),
cuja composi¢ao esta contido na Tabela 1. Apods adigdo do meio, foram adicionados os discos de
PEAD. No grupo 2, sem pré-enriquecimento com BHI, foram adicionados 10 g de solo/residuos
ou 10 mL de chorume em 90 mL de MSM contendo apenas PEAD, como fonte unica de carbono.
Em ambos grupos, foram adicionados apenas 1 disco de PEAD por amostra, exceto na amostra

que ja continha residuos plasticos (identificada com a letra G), nesta ndo ocorreu adigdo.

Nas amostras dos dois grupos, apds 7, 15, 30 e 45 dias de incubagdo foram retirados 100
uL de cultura enriquecida e inoculados em placas de Agar Nutritivo (AN), através de técnica de
spread plate, para verificacdo das colonias. Foram realizadas diluigdes das amostras em salina
fisiolégica (NaCl) 0,85% p/v, em duplicata. As amostras permaneceram em agitacdo constante

(150 rpm) a temperatura ambiente, durante 45 dias.


CAROLOL
Retângulo
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Ao final deste periodo, foi realizado o repique das colonias que apresentavam
caracteristicas culturais diferentes para novas placas contendo meio AN, através de técnica de

esgotamento em estrias, a fim de se obterem culturas puras.

ApoOs o isolamento em culturas puras, os microrganismos foram cultivados em Caldo
Nutritivo (CN), onde posteriormente foi adicionado glicerol a uma concentracdo final de 20%
(v/v), para manutengdo na Colecdo de Microrganismos Ambientais do Laboratorio de

Biotecnologia e Microbiologia Ambiental (LABIOMA), na UFERSA.

Tabela 1. Reagentes constituintes do Meio Salino Minimo (MSM) e suas concentragdes (g/L).

Reagente Concentracao (g/L)
Fosfato de Potéassio Dibasico (K:HPOx) 0,5
Fosfato de Pot4ssio Monobasico (KH:PO.) 0,04
Cloreto de Sodio (NaCl) 0,1
Cloreto de Calcio (CaCl,.2H,0) 0,002
Sulfato de Amoénio (NH,(2SO,) 0,2
Sulfato de Magnésio (MgSO,.7H,0) 0,02
Sulfato de Ferro (II) (FeSO.) 0,001

6.5 Avaliacio do potencial de degradaciao de polietileno

A fim de selecionar isolados bacterianos, foi verificado a capacidade deles em degradar
polietilenoglicol (PEG), a forma soluvel do polietileno, como forma de avaliagdo preliminar de

microrganismos que possivelmente tém capacidade de degradar polietileno.

A triagem foi realizada pelo método de zona clara, baseada na metodologia de Nademo
et al. (2023). O meio foi composto por MSM, polietilenoglicol 0,2% (p/v) e agar 1,5% (p/v) e

esterilizado (121 °C, 15 minutos). Apos teste de esterilidade, aliquotas de 3 uLL foram inoculadas
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e as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 9 dias. Os ensaios foram realizados em

triplicata e repetidos 2 vezes.

Apo6s o tempo de incubagdo, os halos foram revelados através de solu¢ao de Coomassie
Brilliant Blue 0,1%, para visualizacdo do halo ao redor da coldnia. A solucdo foi preparada
dissolvendo metanol (40% v/v) em &cido acético (10% v/v), com adi¢cdo de Coomassie R-250 a
0,1% (p/v). A solucdo foi adicionada e apos 20 minutos, o excesso desta foi retirada e avaliados

os didmetros das coldnias e dos halos para calculo do indice enzimatico.

A atividade degradativa foi determinada utilizando o indice enzimatico (IE) como forma
de medicao das zonas claras. O IE consiste na razao entre o diametro da zona clara e o diametro
da colonia (IE= D/d), onde: D = diametro total (colénia + halo) e d = didmetro da colonia
(Hankin; Anagnostakis, 1975). Dos IE foram calculados a média e o desvio padrdo, a fim de
observar a dispersao dos resultados. Os indices enzimaticos sao considerados satisfatorios quando

apresentam IE iguais ou superiores a 1,5 (Florencio et al., 2012).

6.6 Avaliacao da producio de enzimas hidroliticas

Para detec¢do da producdo de hidrolases, como lipases e esterases, a metodologia foi
baseada na descrita por Ramnath e colaboradores (2017). A atividade esterasica foi determinada
com o uso de Tween 20, enquanto para avaliar a enzima lipase foi utilizado o Tween 80. O meio
para teste enzimatico foi composto por: peptona (10 g/L), NaCl (5 g/L), CaCl2-2H20 (0,1 g/L),
agar (20 g/L) e Tween 20 ou 80 1% (v/v). Os isolados foram inoculados (3 pL) e incubados a
temperatura ambiente por 2 dias. Este método ¢ baseado na hidrélise do Tween, o qual ocasiona a
precipitagdo do sal cloreto de calcio. Dessa forma, o resultado ¢ visualizado através de formacao
de precipitado branco ao redor da col6nia. Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos 3

VEZCES.

De forma adicional, para confirmacdo da atividade de lipase, foi composto meio
contendo AN (28 g/L), azeite de oliva 1% (v/v) e 0,2% (v/v) de Tween 20. Os substratos foram
autoclavados separadamente e apos esterilizagdo (121 °C por 15 minutos), foi utilizado vortex

para promover a emulsificagdo destes (Babavalian et al., 2014; Sperb, 2015). As placas
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permaneceram em temperatura ambiente e apds 48 horas foi verificado presenca ou auséncia de
halo, bem como, realizado o calculo do indice enzimatico (IE= D/d), conforme Hankin e
Anagnostakis (1975). Dos IE foram calculados a média e o desvio padrao e os indices
considerados satisfatorios apresentam valores iguais ou superiores a 1,5 (Florencio et al., 2012).

Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos 2 vezes.

6.7 Avaliaciao da producio de lacases

A fim de detectar a producao de lacases pelos microrganismos, foi testado inicialmente
sua capacidade de descoloragdo com o azul de bromofenol. Assim, o meio foi composto por:
triptona 1% (p/v), extrato de levedura 0,5% (p/v), dgar 1,5% (p/v) e azul de bromofenol 0,2%
(p/v), baseado em Ramnath et al. (2017). As placas foram incubadas a temperatura ambiente,
durante 5 dias, para visualizagdo de descoloracdo do meio como indicativo da produgdo destas

enzimas.

De forma adicional, foi realizado analise com substrato que possui especificidade para
lacases, o guaiacol. Assim, colonias foram inoculadas em placas contendo agar nutritivo (28 g/L)
e guaiacol 0,5 mM. As placas foram mantidas em temperatura ambiente por 96 horas para
visualizagdo de coloracdo marrom nas colonias, conforme Sheikhi et al. (2012). Ambos ensaios

foram realizados em triplicata e repetidos 2 vezes.

6.8 Caracterizacao morfologica e resposta tintorial dos microrganismos selecionados

Os isolados que apresentaram resultados positivos no screening e producdo enzimatica,
foram submetidos a coloracdo de Gram e analisados também em microscopio Optico quanto sua

morfologia celular para caracterizagao.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Poucos estudos na literatura buscam investigar a biodegradacdo bacteriana do polietileno
de alta densidade (PEAD) e, ainda, pouco se sabe sobre os mecanismos ¢ enzimas envolvidos
neste processo. Isto se deve ao fato de ndo haver uma padroniza¢do nas técnicas, meios e
condigdes utilizadas, dificultando a comparagdao dos resultados obtidos nestes ensaios. Ainda
assim, os resultados obtidos apresentam baixas taxas de biodegradacdo (Costa et al., 2015;
Matjasi¢ et al., 2021; Gu, 2020). Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo isolar

bactérias e investigar o potencial destas para posterior degradagdo plastica.

Assim, foram coletadas amostras do aterro municipal de Mossoro, visando o isolamento
de microrganismos que degradem plastico em formas menos recalcitrantes, principalmente por
estarem em um ambiente em contato direto com esses xenobioticos. Dessa forma, foram
selecionadas amostras de diferentes pontos representativos, como de células ativas — onde

ocorre atual deposi¢do de lixo —; inativas — sem deposi¢do atual de lixo —; tanque de chorume

jovem — onde ha 5 anos ocorre a deposi¢cdo de chorume — ; tanque de chorume estabilizado —
sem deposicao atual de chorume, com 14 anos de vida util —, bem como, das redondezas das
células.

A coleta de amostras nas redondezas das células se da por nesses locais apresentarem
ainda residuos plasticos, decorrente do transporte ¢ da a¢ao do vento. Ainda assim, em locais
como a célula inativa, o lixo presente estava recoberto por terra ¢ parte da célula estava coberta

por vegetacao, sendo necessario coletar amostras nas imediag¢des do local também.

No periodo inicial de isolamento, foi observado que as amostras apresentaram
crescimento consideravel quando pré-enriquecidas com BHI, porém quando tinha apenas PEAD
como fonte de carbono, a quantidade de colonias era inferior. Através disto, pode-se entender que
mesmo com o carbono remanescente da amostra, os microrganismos que nao foram previamente
pré-enriquecidos apresentaram menor capacidade de crescimento, isto se deve ao BHI fornecer

nutrientes satisfatorios para o crescimento microbiano, favorecendo a selecdo de microrganismos.
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Durante os 45 dias de isolamento, foi observada diminui¢do na quantidade de coldnias.
Isto pode ser atribuido ao consumo das fontes de carbono dos meios, o que facilita selecionar

microrganismos que possivelmente conseguem utilizar o plastico como fonte de C.

No periodo de 30 dias do protocolo de isolamento, aliquotas foram plaqueadas em AN
para observagdo das coldnias, sendo visualizados 46 isolados com caracteristicas culturais
diferentes. Ao final dos 45 dias, as amostras foram novamente plaqueadas e repicadas, onde os 46

isolados se repetiram e estes foram mantidos em cole¢@o e analisados (Figura 11).

Figura 11. Isolado obtido ao final da etapa de isolamento (45 dias), em placa de AN.

Fonte: (Autoria propria, 2024).

Do total de isolados obtidos, os que apresentaram maior numero de isolados sdo
provenientes do solo proximo da célula inativa (A), com 11 isolados, onde 3 foram enriquecidos
somente com MSM (A1) e 8 sdo do grupo pré-enriquecido com BHI (A2). A partir da amostra do
chorume jovem (B), foi possivel isolar 4 bactérias, onde foi obtido 1 isolado do grupo do MSM
(B1) e as demais foram do grupo do BHI (B2). Da amostra de solo da célula ativa com infiltrado
de chorume (C), foi possivel obter 7 isolados, onde 4 fazem parte do grupo do MSM (C1) e 3 do
grupo pré-enriquecido (C2).
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A partir do solo da cé€lula ativa 1 (D), foram isoladas 5 bactérias, sendo 2 no grupo
somente com MSM (D1) e no grupo com BHI foram obtidas 3 bactérias (D2). No solo da célula
inativa (E) foram isoladas 5 bactérias, sendo 2 no grupo somente com MSM (E1) e no grupo com
BHI foram obtidas 3 bactérias (E2). Ja do solo da célula ativa 2 (F), foram isolados 4 bactérias
em cada, duas em cada grupo (F1 e F2). Na amostra de solo proximo da célula ativa com residuo
pléstico (G), foram obtidas 6 colonias, 4 no grupo com apenas MSM (G1) e 2 no grupo com BHI
(G2). Na amostra de chorume estabilizado (H), foram obtidos 4 coldnias, duas em cada grupo

(H1 e H2).

Em todas as amostras foram obtidos diferentes isolados, os quais foram identificados e
diferenciados pela letra (indicando a localizagdo), niimero (1 ou 2, indicando o grupo ao qual
pertencem) e ap6s um ponto (.) outro nimero foi utilizado para diferenciar os diferentes isolados

de uma mesma amostra (Ex. A2.1, A2.2, A2.3).

Com o elevado numero de culturas puras, surgiu a necessidade de selecionar os
microrganismos que seriam entdo submetidos para o ensaio de biodegradacdo. Assim, foi
realizada triagem destes com o polietilenoglicol (PEG) através do método de zona clara. Apos 9
dias, os halos foram revelados com solugdo de Coomassie Brilliant Blue 0,1% para calculo do

indice enzimatico, conforme pode ser observado na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2. Triagem de isolados bacterianos com potencial para degradacao de PEG.
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Indice Indice
Isolado Fnzimatico Isolado Enzimatico
B2.1 1302 C13 1401
2.2 1.2=0.14 AlZ 1,3 10,13
AZ1 2036 A2 3 21075
2.8 212042 51.2 1.3+0.1
E22 1,2=0.12 G2.1 1,.4=0,03
F2:2 1,1=005 H11 16=028
H2 15027 C1.1 1,3=0,15
EX i 1.320.12 A2S 1,5+0.34
A2D 22x036 52.2 1.2+0.1
All 19073 B23 1.4=0,11

O indice enzimatico ¢ a relagdo entre diametro do halo de hidrdlise e o didmetro da colonia (Hankin;
Anagnostakis, 1975). Cada identificador representa um isolado diferente, obtido de diferentes locais
(representado pelas letras), de grupos diferentes (apenas em MSM - 1; pré-enriquecidos com BHI - 2) e
apos o ponto estdo representados diferentes isolados de uma mesma amostra. Exibe-se o calculo da média

dos IE e os desvios-padrao (triplicata/amostra). Fonte: (Autoria propria, 2024).

As bactérias que exibiram zona clara no meio azul foram consideradas degradadoras de
polietileno, conforme observado na Figura 12. Isso se d4 devido a presenga do polietilenoglicol
no meio, o qual ¢ caracterizado por ser a forma solivel deste polimero (Gupta et al., 2016;
Nademo et al., 2023). Dessa forma, 20 isolados apresentaram capacidade para degradacao de
polietileno (Tabela 2), os quais 14 isolados foram previamente enriquecidos com BHI, enquanto
os 6 restantes ndo passaram por esse processo. Os indices enzimaticos iguais ou superiores a 1,5
foram considerados os melhores resultados, variando entre 1,5 e 2,2. Os isolados com indices
proximos ao 1,5 foram considerados potenciais degradadores (Florencio ef al., 2012). Ademais,
as médias dos IE demonstraram baixos desvios-padrao (com valores inferiores a 1), variando

entre 0,05 e 0,75, o que indica baixa dispersdao dos dados.
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Figura 12. Zona clara gerada pela acdo do isolado A2.6, no meio contendo PEG.

A seta identificada na figura indica o local onde ocorre a zona clara, ao redor do isolado. Fonte: (Autoria

propria, 2024).

Os isolados que apresentaram as maiores médias de IE e mais baixos desvios-padrao
configuram-se como potenciais candidatos para ensaios de biodegradacdo. Desse total, 4 isolados
(A2.1, A2.8, Al.1 e C1.3) exibiram maior reprodutibilidade nas repeti¢des. Ainda assim, estes
foram obtidos do solo proximo da célula inativa (A) e do solo da célula ativa com infiltrado de

chorume (C) e, ainda, enriquecidos com BHI previamente (A2.1 ¢ A2.8) ou nao (Al.1 e C1.3).

Nesse cenario, sabe-se que as reagdes hidroliticas favorecem a degradacgdo de polimeros
sintéticos, ao promoverem a oxidacdo de grupos funcionais e mudangas na estrutura destes,
facilitando a a¢dao dos microrganismos (Costa et al., 2015). Assim, foi investigado a producao de

duas importantes hidrolases: lipases e esterases. Para isso, foi utilizado meio contendo Tween.

O Tween 80 foi usado para a deteccao de lipases, visto que € mais facilmente hidrolisado

por essa enzima, por conter ésteres de acido oleico. Ja o Tween 20 foi usado para esterases, por
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este conter ésteres de acidos graxos de cadeia inferior. O principio deste método ¢ baseado na
precipitagdo dos sais de calcio. Ao ser hidrolisado, o Tween libera dcidos graxos que se ligam ao
calcio do meio, formando cristais insoluveis ao redor da colonia (Kumar, et al., 2012; Ramnath,

et al.,2017), observado na Figura 13.

Figura 13. Presenca de halo de hidrolise e precipitado insoluvel ao redor das colonias, em meio contendo

Tween 20 para deteccao de esterase.

O isolado representado pela letra A corresponde a cepa G2.2, a qual evidencia os precipitados. Enquanto o
representado pela letra B, corresponde ao isolado C2.1, o qual apresenta precipitado ao redor da coldnia,
bem como, halo de hidrdlise. A mesma forma de visualizagdo ocorre em lipase quando o meio ¢

suplementado com Tween 80.

Dos 46 isolados prospectados, 4 produziram lipase utilizando tween 80 como substrato.

Os resultados dos indices enzimaticos podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3. Detec¢do de linhagens produtoras de lipase (Tween 80).
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Isolado Indice Enzimatico
E2.2 1.2 =007
B2 3 1.4=015
1.3 1.7+0.25
1.1 16035

O indice enzimatico ¢ a relagdao entre diametro do halo de hidrdlise e o didmetro da colonia (Hankin;
Anagnostakis, 1975). Cada identificador representa um isolado diferente, obtido de diferentes locais
(representado pelas letras), de grupos diferentes (apenas em MSM - 1; pré-enriquecidos com BHI - 2) e
apos o ponto estdo representados diferentes isolados de uma mesma amostra. Exibe-se o calculo da média

dos IE e os desvios-padrao (triplicata/amostra). Fonte: (Autoria propria, 2024).

Nesse total, os 3 primeiros isolados conseguiram produzir lipases e simultaneamente
degradar PEG, sendo provenientes do solo da célula inativa (E2.2), do chorume jovem (B2.3) e
da célula ativa com infiltrado de chorume (C1.3). J4 o isolado Gl.1 foi o unico que nao
apresentou essa dupla atividade, sendo obtido das proximidades da célula ativa com residuo
plastico na amostra. Ademais, os isolados C1.3 e G1.1 apresentaram IE satisfatérios, com valores
iguais ou superiores a 1,5 (Florencio et al., 2012), enquanto E2.2 e B2.3 foram considerados
potenciais produtores de lipases. Todas as colonias apresentaram baixos desvios-padrao, com

valores entre 0,07 ¢ 0,35.

Adicionalmente, foi testado meio contendo azeite de oliva a 1% com tween 20 0,2%

para detecgdo de lipase. Apds 48h, as placas foram observadas quanto a presenca ou auséncia de

halo (Tabela 4).

Tabela 4. Detecgdo de linhagens produtoras de lipase em meio contendo azeite 1%.
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Isolado IE Isolado IE
E22 3.6+ 202 C2.3 27x021
D22 130,19 A2l 1.2+0.03
F21 1.3=+0.16 D21 1401
71 1,2=004 €13 1.5=025
B2.2 23+073 A27 1.6=0.22
Gl1.3 1.4=0,16 Alz2 202

O IE ¢ a relagdo entre didmetro do halo de hidrélise e o didmetro da colonia (Hankin; Anagnostakis,
1975). Cada identificador representa um isolado diferente, obtido de diferentes locais (representado pelas
letras), de grupos diferentes (apenas em MSM - 1; pré-enriquecidos com BHI - 2) e apds o ponto estdo
representados diferentes isolados de uma mesma amostra. Exibe-se o calculo da média dos IE e os

desvios-padrio (triplicata/amostra). Fonte: (Autoria propria, 2024).

A partir da Tabela 4, observa-se que dois isolados (E2.2 e C1.3) conseguiram produzir
lipases em ambos os meios, confirmando assim a presenga destas enzimas. Além disso, quando o
meio foi composto por azeite de oliva 1%, mais microrganismos (12) apresentaram capacidade de
producdo de lipases, quando comparados com o meio contendo tween 80 (Tabela 3). Os melhores
indices apresentam variacdo entre 1,5 e 3,6, totalizando 6 isolados com atividade satisfatoria.
Todas as colonias apresentaram baixos desvios-padrao (variando entre 0,03 e 0,73) com excegao
do isolado E2.2, o qual apresentou maior IE (3,6) e alto desvio-padrao (2,02). Tal resultado pode

ser atribuido a uma baixa reprodutibilidade nos ensaios.

Para identificagao dos microrganismos produtores de esterases, foi realizado novamente
o método de precipitacdo de calcio, porém utilizando tween 20 como substrato. A visualizacao
ocorreu através da formacao de precipitado branco ao redor das colonias e os indices enzimaticos

foram calculados (Tabela 5).

Tabela 5. Bactérias produtoras de esterase em meio contendo tween 20.
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Iselado IE Isolado IE
c12 13015 D12 1.7=047
D22 1.4=007 E21 18066
52 32 1.4=014 Fi:1 1.6=042
C21 1.6=045 c14 1302
D21 14=021 F12 140725
1.1 1302 4 | 1.5x03
A2T 15=027

O IE ¢ a relagdo entre didmetro do halo de hidrélise e o didmetro da colonia (Hankin; Anagnostakis,
1975). Cada identificador representa um isolado diferente, obtido de diferentes locais (representado pelas
letras), de grupos diferentes (apenas em MSM - 1; pré-enriquecidos com BHI - 2) e apds o ponto estdo
representados diferentes isolados de uma mesma amostra. Exibe-se o calculo da média dos IE e os

desvios-padrio (triplicata/amostra). Fonte: (Autoria propria, 2024).

A partir da Tabela 5, observa-se que diferentes microrganismos conseguiram hidrolisar o
tween 20 e promover a precipitacdo do calcio, indicando a produgdo de esterases. Ademais,
quatro isolados (D2.2, D2.1, A2.7 e FI1.2) conseguiram produzir lipases e esterases
simultaneamente. Os melhores resultados tém seu IE variando entre 1,5 ¢ 1,8, totalizando 6

isolados. Dentre esses, os desvios-padrdo variavam entre 0,07 e 0,66, indicando uniformidade nos

dados.

Estes resultados demonstram que aterros abrigam microrganismos que conseguem
produzir enzimas com potencial aplicagdo biotecnoldgica. Kumar et al. (2012) investigaram
cepas de Bacillus sp., obtidas do lixo comum, as quais exibiram atividades satisfatorias de lipase

€ esterase.

Ainda assim, pesquisas realizadas por Fukuzaki e colaboradores (1989) mostraram a
acao de enzimas no processo de degradag¢do de copolimeros, principalmente a partir da catdlise de
esterases, enquanto a lipase proveniente de Rhizopus delemer apresentou a maior atividade de

degradacao.
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Khandare et al. (2021) revelaram a presenca de enzimas lipases, esterases, manganés

peroxidases e lacases durante a degradacdo de Polietileno de Baixa Densidade (LDPE).

Nesse sentido, foi investigado também a producdo de enzimas lacases, as quais possuem
capacidade de oxidar variados compostos fenolicos e aminas aromaticas (Kumar et al., 2016).
Assim, buscou-se detectar a presenga dessas enzimas através do método de descoloragao de
corantes, com a utilizacdo do Azul de Bromofenol (Ramnath et al., 2017). Os resultados positivos
sdo demonstrados através da mudanga de coloragdo do azul para amarelo ao redor da colonia e a

adsor¢ao também tem sido relatada (Singh et al., 2010).

Através deste ensaio nao foi possivel detectar isolados com capacidade de descoloragdao
nas condigdes estabelecidas. Contudo, os microrganismos que conseguiram crescer no meio,
realizaram adsor¢do do corante, observado por meio das coloragdes que variavam entre roxo e

azul. Os microrganismos que adsorveram estdo resumidos na Tabela 6.

Tabela 6. [solados bacterianos que apresentaram capacidade de adsor¢do do Azul de Bromofenol.

Isolado Resultado Isolado Resultado Isolado Resultado

D22 + cl1 + F22 +
B ) + &2l + b +
B21 + H1.2 + H232 +
E23 + Fl1.2 + A2 +
D11 + 2.6 + A4 +
B23 + A2T + C23 +
F1.2 + Gl4 + A2 +
Cl4 + E2.1 + A3 +
P12 +

Cada identificador representa um isolado diferente, obtido de diferentes locais (representado pelas letras),
de grupos diferentes (apenas em MSM - 1; pré-enriquecidos com BHI - 2) e ap6s o ponto estdo
representados diferentes isolados de uma mesma amostra. Os resultados representados por (+) indicam os
isolados que cresceram e adsorveram. Os demais isolados ndo apresentados ndo cresceram nos meios

(triplicata/amostra). Fonte: (Autoria propria, 2024).
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Do total de bactérias, 25 conseguiram crescer ¢ adsorver o corante, como observado na
Figura 14. De acordo com Knapp et al. (1995), a adsor¢do tem sido relatada como um dos
primeiros mecanismos de descoloracdo, onde o corante ¢ adsorvido na superficie celular

microbiana.

Figura 14. Isolados que adsorveram Azul de Bromofenol e apresentaram coloracgdo diferente do habitual.

Fonte: (Autoria propria, 2024)

Ademais, diferentes substratos podem atuar como indicadores da producgdo de lacases,
como, por exemplo, o substrato guaiacol. Este reagente sintético tem como caracteristica
principal ser um composto fendlico passivel de oxidagdo por estas enzimas. Assim, foi realizado
teste adicional com este substrato, onde resultados positivos foram visualizados pela formagao de
coloragao vermelha-marrom nas colonias (Kiiskinen, et al., 2004; Sheikhi, et al., 2012). Os
resultados para produgdo de lacase, em meio suplementado com guaiacol, estdo resumidos na

Tabela 7.



56

Tabela 7. Isolados positivos para produgdo de lacase com guaiacol.

Isolado Resultado
E2.2 +
G +
Al.
D1.
&

b L
|

[
|

Fonte: (Autoria propria, 2024)

Kiiskinen e colaboradores (2004) sugerem em suas analises que a utiliza¢ao de guaiacol
permite uma detec¢ao mais facilitada de lacases, podendo servir como uma forma de triagem da
sua atividade. A partir dos ensaios realizados nesse estudo, observa-se que 5 isolados exibiram

produgdo de enzimas lacase, quando em contato com o substrato guaiacol.

Os isolados positivos em Ramnath et al. (2017) e Sheikhi et al. (2012) sofreram
alteracdes na coloragdo normal das coldnias, variando entre o vermelho e marrom. Nossos
isolados apresentaram alteragdes em suas coloragdes normais, variando entre rosa e castanho,

visualizados na Figura 15.

Figura 15. Isolados em placas suplementadas com guaiacol, onde a bactéria identificada como C1.2

exibiu mudancgas de coloragdo do branco para castanho (seta).
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(Fonte: Autoria propria, 2024)

Ainda assim, esses isolados foram obtidos do solo da célula inativa (E) e suas
proximidades (A), bem como, do solo da célula ativa 1 (D) e do solo da célula ativa com
infiltrado de chorume (C). A partir deste ultimo ponto (C), duas bactérias demonstraram
capacidade de producdo de lacases (C1.2 e C1.3). Estes dados evidenciam que a constante
deposicao de residuos e a presenca de chorume no solo, tornam este ambiente rico em nutrientes,
os quais atuam como selecionadores de microrganismos. Estes, por sua vez, adaptam-se a
presenga dos xenobidticos e demonstram capacidade para producdo de enzimas extracelulares, as

quais degradam residuos e seus subprodutos.

A agdo dessas enzimas tem sido relatada na degradacdo plastica, como em Santo et al.
(2013), ocorrendo redug¢ao no peso molecular do polietileno, quando incubados com lacases de

Rhodococcus ruber, durante 30 dias de experimentacao.

Ray et al. (2023) propds uma oxidagao biocatalitica promovida por essas enzimas, como
forma de pré-tratamento, para melhorar a degradagdo de polietileno e policarbonato. Por meio
deste estudo, foi verificado a oxidacdo superficial dos plasticos através de andlises por
microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR). Esta oxidacdo promoveu uma redu¢do na hidrofobicidade, facilitando a

formagao de biofilmes microbianos.
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Para caracterizagao tintorial e morfoldgica, foram observados alguns aspectos, tais como:
resposta tintorial por coloragdo de Gram (positivo ou negativo), morfologia (cocos, bacilos,
estreptococos, estreptobacilos, sarcina, diplococos, diplobacilos) e ainda foram observadas
caracteristicas visuais das colonias, através das coloragdes (branca, amarelada, laranja, rosa e
levemente castanho) e na intensidade destas; textura (lisa, rugosa e gelatinosa) e tamanho das
coldnias (pequenas, médias e grandes). Os isolados que apresentaram capacidade de degradagao

de PEG e producao de lipases, esterases e lacases foram avaliados e resumidos na tabela §:

Tabela 8. Caracterizacdo tintorial, morfologica e visual dos isolados que apresentaram mecanismos de

degradacao de PEG e produgdo de enzimas, visualizados em microscépio dptico.

Resposta Tintorial

Isolado (Gram) Morfologia Tamanho Pigmento
B2.1 - Estreptobacilos Média Branco
C2.2 + Bacilos Grande Branco
A2.1 + Cocos Pequena Rosa claro
A2.8 + Bacilos Média Laranja
E2.2 + Estreptobacilos Média Branco
F2.2 + Bacilos Média Branco
H2.1 + Estreptobacilos Grande Branco
E2.1 + Estreptobacilos Média Amarelo claro
A2.6 + Cocos Pequena Laranja
Al .l + Bacilos Meédia Castanho claro
B2.3 + Bacilos Média Rosa claro
Cl3 + Sarcina Média Amarelo
GIl.1 + Estreptobacilos Média Castanho claro
D2.2 + Diplobacilo Média Branco
F2.1 + Estreptobacilos Média Amarelo claro
F1.2 - Cocos Média Branco

B2.2 + Estreptobacilos Média Branco



Gl1.3
Cl.2
G2.2
C2.1
D2.1
A2.7
E2.3
DI.1
F1.1
Cl4
H1.2
DI1.2
A2.2
A2.4
C23
A25

+ 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+

Bacilos
Bacilos
Estreptobacilos
Bacilos
Estreptobacilos
Estreptobacilos
Estreptobacilos
Diplococos
Cocos
Diplococos
Estreptococos
Cocos
Cocos
Estreptobacilos
Cocos

Bacilos

Meédia
Grande
Média
Grande
Média
Pequena
Média
Média
Média
Média
Média
Grande
Pequena
Pequena
Grande
Meédia
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Branco
Branco
Branco
Amarelo claro
Branco
Castanho claro
Castanho claro
Rosa claro
Amarelo claro
Branco
Castanho claro
Branco
Castanho claro
Amarelo claro
Amarelo claro

Amarelo claro

Fonte: (Autoria propria, 2024)

A tabela 8 evidencia que boa parte dos isolados exibidos configuram-se como sendo

Gram-positivos, enquanto apenas 3 sdo Gram-negativos. Assim, do total de bactérias obtidas, 33

culturas foram eficientes na produgdo de algum tipo de enzima relacionada a degradacao, e em

menor escala, na degradacao do PEG.

Através dos dados gerados, 12 isolados bacterianos demonstraram capacidade para

utilizagdo em processos de biodegradacdo, os quais foram selecionados por meio da capacidade

de utilizacdo do PEG e que apresentaram a producao de algum tipo de enzima simultaneamente.

Dentre estes, os escolhidos foram: E2.2 (produziu todos os tipos de enzimas ensaiadas, bem

como, degradou PEG); C1.3 (degradacdo de PEG, produgdao de lipases e lacases); Al.2

(degradagao de PEG e produgdo de lipases); A2.1 (degradagdo de PEG e produgao de lipases) e

E2.1 (degradacao de PEG e produg¢ao de esterases).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados atestam que aterros sanitarios configuram-se como ambientes propicios
para o crescimento ¢ selecdo microbiana. Estes, por sua vez, podem ser isolados através de

técnicas com e sem pré-enriquecimento.

Através deste estudo, foi possivel isolar 46 bactérias de amostras de solo, residuos
plésticos e chorume de um aterro sanitario, os quais apresentaram variagcdes em suas morfologias

e respostas tintoriais.

Os dados demonstram a presenca de 33 isolados que exibiram capacidade de producao de
enzimas-chave relacionadas com a biodegradacdo de plésticos, bem como, em menor escala, na

degradagdo do PEG.

O estudo apresentou resultados favoraveis na selecdo e triagem de microrganismos que
podem ser utilizados em futuros processos de biodegradagao de PEAD, sendo entdo escolhidos os
isolados (E2,2; C1.3; Al1.2; A2.1 e E2.1), os quais produziram simultaneamente enzimas e
degradaram polietilenoglicol. Estes resultados configuram-se como um avango para a

biorremediacdo de plasticos e na sustentabilidade ambiental.
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