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“Life in plastic, it’s fantastic”

Aqua, 1997



RESUMO

Os plasticos sao macromoléculas produzidas e consumidas em larga escala desde a década de
1950, moldéaveis sob calor e/ou pressdo. Entre eles, destaca-se o polietileno de baixa
densidade (PEBD), um polimero recalcitrante, hidrofébico e amplamente associado a
poluicdo macro e microplastica. A biodegradacdo mediada por enzimas secretadas por
microrganismos tem se destacado como alternativa sustentavel para mitigar a poluicao
plastica, alinhando-se aos principios da Agenda 2030 da Organizagdo das Nagdes Unidas ao
promover a conversdo bioldgica do plastico em subprodutos menos poluentes e
potencialmente circulares. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver
um protocolo para a selecao de fungos filamentosos (Ff) com potencial de degradar PEBD e
validar sua atividade decompositora em cultivos liquidos. A sele¢do foi conduzida com base
na interagdo dos Ff com filmes e microplasticos de PEBD e na avaliacdo de potenciais
atividades enzimaticas relacionadas a oxidagao do polimero. Nove Ffs apresentaram adesado e
crescimento sob filmes de PEBD. Andlises por espectroscopia no infravermelho (FTIR)
evidenciaram modifica¢des nas cadeias do polimero e indices de oxidagdo para todos os
isolados, indicando processos oxidativos na matriz polimérica. Nos ensaios de atividade
enzimatica baseados na formacdo de zonas de coloracdo, seis Ffs apresentaram halos
indicativos da presenga de oxirredutases, enzimas frequentemente associadas a degradagao de
polietilenos. A integragdo dos resultados das etapas de selecdo permitiu identificar o fungo
RMPS5 como potencial agente decompositor de filmes e microplasticos de PEBD. O isolado
RMPS5 foi entdo empregado em cinéticas de degradacao de 28 dias em meio liquido, nas quais
reduziu 21,962 + 3,761 % da massa de microplasticos e 1,147 + 0,162 % da massa de filmes
de PEBD. Durante as cinéticas, o fungo apresentou dindmicas enzimaticas distintas conforme
a geometria do substrato, priorizando a secre¢do de peroxidases no cultivo com microplasticos
e de lacases no cultivo com filmes. Em ambos os sistemas ocorreu acidificagdo do meio,
associada a produgdo de acidos organicos, além da secre¢ao expressiva de tirosinases e
proteases. As alteragdes quimicas observadas no material, associadas ao monitoramento
enzimatico, indicam significativa redu¢do do substrato em periodo inferior a 30 dias. Assim,
este trabalho contribui para o desenvolvimento de estratégias de remediacdo da poluicao
pléstica ao propor um protocolo acessivel de selegdo microbiana e validar a capacidade de

degradacao de PEBD do fungo RMP5.

Palavras-chave: polietileno; microplésticos; fungos filamentosos; enzimas; biodegradagao.



ABSTRACT

Plastics are macromolecules produced and consumed on a large scale since the 1950s, being
moldable under heat and/or pressure. Among them, low-density polyethylene (LDPE) stands
out as a recalcitrant and hydrophobic polymer widely associated with macro- and microplastic
pollution. Biodegradation mediated by enzymes secreted by microorganisms has emerged as a
sustainable alternative for mitigating plastic pollution, aligning with the principles of the
United Nations 2030 Agenda by promoting the biological conversion of plastic into less
polluting and potentially circular by-products. In this context, the present study aimed to
develop a protocol for the selection of filamentous fungi (Ff) with the potential to degrade
LDPE and to validate their decomposing activity in liquid cultures. The selection was
conducted based on the interaction of Ff with LDPE films and microplastics, as well as the
evaluation of potential enzymatic activities related to polymer oxidation. Nine Ff isolates
showed adhesion and growth beneath LDPE films. Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR) analyses revealed modifications in the polymer chains and oxidation indices for all
isolates, indicating oxidative processes in the polymeric matrix. In enzymatic activity assays
based on the formation of color zones, six Ff isolates produced halos indicative of
oxidoreductases, enzymes frequently associated with polyethylene degradation. The
integration of the results from the selection steps allowed the identification of the fungus
RMPS as a potential decomposer of LDPE films and microplastics. The RMPS5 isolate was
then employed in 28-day degradation kinetics in liquid medium, where it reduced the mass of
microplastics by 21.962 + 3.761% and LDPE films by 1.147 + 0.162%. During the kinetics,
the fungus exhibited distinct enzymatic dynamics depending on substrate geometry,
prioritizing peroxidase secretion in microplastic cultures and laccase secretion in film cultures.
In both systems, medium acidification occurred, associated with the production of organic
acids, along with significant secretion of tyrosinases and proteases. The chemical alterations
observed in the material, together with enzymatic monitoring, indicate a significant reduction
of the substrate in less than 30 days. Therefore, this study contributes to the development of
plastic pollution remediation strategies by proposing an accessible microbial selection

protocol and validating the LDPE degradation capacity of the fungus RMPS5.

Keywords: polyethylene; microplastics; filamentous fungi; enzymes; biodegradation.
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1 INTRODUCAO

Os plasticos foram criados no ano de 1860 e, no ano de 2022, a sua produgdo
ultrapassou 400,3 milhdes de toneladas. Esses materiais poliméricos possuem composi¢ao
variada e multiplas aplicagdes. Os plasticos podem ser classificados por diferentes critérios,
sendo a classificagdo mais usual a que utiliza conceitos associados a caracteristicas fisico-
quimicas. Os termoplésticos, que incluem os polietilenos (PE) e polipropilenos (PP), sdo
materiais que ndo sofrem alteragdes na composicdo quimica quando aquecidos e
correspondem a 80 % de todo pléstico consumido, enquanto os termofixos, que incluem
tereftalatos de polietileno (PET), poliuretanos (PU), isoprenos e fibras, sofrem alteragdes
quimicas quando aquecidos.

Dentre os milhdes de toneladas desses polimeros produzidos anualmente, apenas cerca
de 15% sao reciclados. Em acréscimo, somente a partir de 2004, ocorreu um aumento na
preocupacdo com as particulas derivadas da producao e degradacdo destes materiais. Estas
particulas sdo denominadas de microplasticos (uPs) cujo tamanho ¢ definido entre 5 mm e
1 um e nanoplésticos (nPs), cujos tamanhos sdo inferiores a 1 ym. Tanto os pPs como os nPs,
influenciam de forma negativa nos ecossistemas terrestres e aquaticos e, consequentemente,
na satde humana.

Devido a sua ampla utilizacdo, os puPs de PE sdo as particulas de plastico encontradas
com maior frequéncia e abundancia nos ambientes terrestres e aquaticos. Esses pPs sdo
descritos como materiais rigidos, inertes, hidrofobicos, cristalinos e altamente resistentes a
degradacdo. Os seres humanos sdo potencialmente expostos a puPs por meio da ingestdo,
inalacdo e contato com a pele. Os efeitos toxicos dos pPs em modelos experimentais como
células, organdides e animais estdo principalmente associados a estresse oxidativo, danos ao
DNA, disfun¢ao organica, distarbio metabodlico, resposta imune, neurotoxicidade, bem como
toxicidade reprodutiva e de desenvolvimento. Os uPs podem alterar as propriedades fisico-
quimicas do solo, por exemplo, estrutura e ciclagem de nutrientes, afetando potencialmente o
crescimento das plantas e os organismos que vivem no solo. Os puPs podem entrar em corpos
d'agua diretamente de fontes como lixo, descarga de aguas residuais e escoamento de aguas
pluviais, ou indiretamente por meio da decomposicdo de detritos plasticos maiores
(macroplasticos). Os ecossistemas 16ticos, como rios, corregos e nascentes, desempenham um
papel importante no transporte de detritos plasticos da terra para o mar. Organismos aquaticos,
como peixes, crustaceos e plancton, podem ingerir puPs, desencadeando bloqueios fisicos,

redu¢do da eficiéncia alimentar e potencial transferéncia de uPs pela cadeia alimentar. Os uPs
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podem atuar como transportadores de produtos quimicos toxicos, associando poluentes
presentes na agua circundante e potencialmente liberando-os em organismos apos a ingestao.
A presenca de uPs pode alterar o comportamento de organismos aquaticos e interromper seus
processos reprodutivos e de crescimento.

A reciclagem, incineracdo ou degradagdo quimica sdo as principais estratégias
utilizadas para amenizar a poluigdo plastica. Existem outras medidas para a circularidade,
regulamentacdo e substituicdo dos materiais plasticos, por exemplo, a biodegradagdo. Ainda
que sua aplicagdo seja limitada e necessite de estudos mais robustos para a implementagdo em
larga escala. Geralmente, os métodos de degradacao de uPs englobam abordagens fisicas,
quimicas ou bioldgicas. A degradacao biologica ou biodegradacao, utiliza microrganismos
como biocatalisadores no processo de mineralizagdo dos puPs e desponta como uma alternativa
econdmica e ecologica. Os microrganismos rompem as longas e complexas cadeias dos
carbOnicas presentes nos pPs utilizando o seu maquindrio enzimatico, decompondo as
estruturas poliméricas em estruturas mais assimildveis, como oligomeros, dimeros e
monodmeros, que serdo utilizados como fontes de carbono no metabolismo microbiano. Nessa
decomposicdo mediada por processos enzimdticos, as enzimas como lipases, cutinases,
proteases e esterases, facilitam o crescimento e aderéncia da biomassa microbiana ao
substrato e enzimas como hidrolases, lacases, oxidases, amidases e peroxidases atuam
diretamente na despolimerizagdo. E por isso, tal processo de degradacdo bioldgica requer
microrganismos com uma ampla maquinaria enzimatica.

Dentre os microrganismos isolados de efluentes plésticos, utilizados nos estudos de
biodegradacao de plasticos e puPs, assim como, organismos de ampla aplicacao biotecnoldgica,
destacam-se os Ff, principalmente os pertencentes aos géneros Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium e Trichoderma. Esses microrganismos possuem amplo espectro enzimatico
extracelular e seu crescimento através de hifas facilita a penetragdo em superficies rigidas e
hidrofobicas, como os uPs de PE, além disso, a sua resisténcia a possiveis subprodutos de
degradagdo pléstica e condicdes de cultivo, sdo caracteristicas importantes quando os
trabalhos com microrganismos decompositores de plastico visam a génese de uma aplicagdo
industrial.

Diante desse contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de fungos
filamentosos na biodegradacao de pPs de PE, buscando compreender os mecanismos

enzimaticos envolvidos e as condi¢des que favorecem esse processo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLASTICOS, MICROPLASTICOS E NANOPLASTICOS

Polimeros sdo macromoléculas, naturais ou sintéticas, formadas por moléculas
organicas menores chamadas mondmeros. Essas unidades quimicas ligam-se covalentemente
entre si, formando cadeias com certo grau de polimerizagdo, isto ¢, o nimero de unidades
quimicas repetitivas que constituem o material polimérico. A composicdo e as configuragdes
quimicas dos monomeros na cadeia polimérica determinam o tamanho, as interagdes intra- e
intermoleculares, o peso molecular da macromolécula e outras propriedades fisico-quimicas.
Dessas caracteristicas, podemos classificar a maioria dos polimeros em plésticos,
borrachas/elastomeros ou fibras (Mano; Mendes, 2004; Bahl ef at., 2021; Andrady et al., 2022;
Dumon, 2025).

Os plasticos (gr. “moldaveis”) sdao materiais poliméricos com alta massa molar e
cadeias poliméricas longas. Esses materiais podem ser definidos como sélidos que, em algum
estdgio de seu processamento tornam-se fluidos e, em seguida, sdo moldados por meio de
calor e/ou pressdo. Os materiais plasticos podem ser classificados como termoplasticos
(plasticos com a capacidade de remoldagem ap6s novas aplicagdes de calor e/ou pressao e por
isso, fusiveis, soluveis em determinados solventes organicos e recicldveis), termofixos
(plasticos que nao podem ser remoldados apds o processo de cura devido a transformagdes
quimicas irreversiveis, portanto, rigidos e ndo-reciclaveis) ou baroplasticos (plasticos que
fluem para um estado borrachoso a partir de modificagdes de pressao) (Khan; Majeed, 2019;
Canevarolo, 2024).

Os polimeros também podem ser agrupados quanto ao método de preparacdo. Isto &,
polimeros de adicdo e polimeros de condensagdo. Quanto aos polimeros de adicdo, os
mondmeros ligam-se sem a perda de massa na forma de compostos de baixo peso molecular,
e por isso, os mondmeros sdo unidos e convertidos diretamente na cadeia polimérica. Quanto
aos polimeros de condensagdo, a cadeia polimérica ¢ formada a partir de reagdes entre duas ou
mais espécies quimicas, as quais liberam compostos de baixo peso molecular quando ocorre a
polimerizacdo da cadeia polimérica, por exemplo, a condensacdo de moléculas de agua
(Canevarolo, 2024).

No ano de 1912, o primeiro polimero totalmente sintético foi produzido a partir da
reag¢do de condensagdo entre moléculas de fenol e formaldeido, originando a resina Baquelite.

Entretanto, a producao e consumo em larga escala de polimeros sintéticos ganharam destaque
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apenas a partir da década de 1950 por causa da industrializagcdo, desenvolvimento econdmico
e o crescimento da populagdo global (Chamas et al., 2020). Entre esses materiais, os plasticos
se destacam devido a diversidade de suas aplicacdes, a durabilidade, ao baixo custo e
propriedades como leveza, resisténcia mecanica, estabilidade quimica e hidrofobicidade.
Contudo, tais caracteristicas, quando aliadas a produ¢do em massa € o consumo irresponsavel
desses recursos recalcitrantes (baixa biodegradabilidade), resultaram na problematica da
poluicdo plastica (Anjana et al., 2020; Ghatge et al., 2020).

Na década de 1950, o mundo produziu cerca de 2 milhdes de toneladas de plasticos
por ano. Hoje, as projecdes indicam que, até 2050, essa producdo podera chegar a
impressionantes 590 milhdes de toneladas anuais. Ao mesmo tempo, estima-se que 76% de
todo plastico produzido se torne lixo e desses, apenas 9% sdo reciclados e 40% incinerados
(Gilani et al., 2023; Zaini et al., 2024). Esses residuos podem ser classificados por tamanho:
macroplasticos (maiores que 25 mm), mesoplasticos (entre 5 e 25 mm); puPs (entre 20 um e 5
mm) e nanoplasticos (nPs, abaixo de 20 pum). O tamanho dessas particulas justifica a
dissemina¢do ubiqua dessa poluicdo pelos ecossistemas e seus acumulos das “manchas de
macroplasticos” nos oceanos a contaminagao por puPs nos organismos (Pilapitiya; Ratnayake,
2024).

A dispersao dos pPs e nPs na natureza se torna uma problematica global paralela a
polui¢do macroplastica e dela, dependente. Isto ¢, os uPs podem surgir de duas origens: uma
origem primaria, a qual engloba tanto os residuos da producdo quanto o consumo de
microprodutos plésticos e, uma origem secundaria, os uPs formados a partir da degradacgao de
macroplasticos na natureza. Estes pPs contaminam aguas superficiais e profundas de oceanos,
lagos, manguezais, estudrios, praias, solos cultivaveis e a atmosfera. E a partir desses, eles sdo
receptados pelos organismos quando ingeridos, inalados ou expostos dermicamente
(Lalrinfela et al., 2024). Os efeitos toxicos que os puPs podem causar nos organismos ainda
ndo sao completamente conhecidos pela literatura cientifica. Ainda assim, alguns estudos
apontam para desordens metabolicas e processos inflamatérios gastrointestinais em
organismos aquaticos. Ao mesmo tempo, a aspiragdo de particulas finas de uPs pode estar
relacionada a doengas respiratorias cronicas, doengas cardiacas e o desenvolvimento de lesdes
pré-neoplasicas ou cancerosas no tecido pulmonar. Enquanto a ingestao pode acarretar em
toxicidade quimica, fisica e/ou biologica. Além disso, os uPs podem estar associados a outros
poluentes organicos persistentes (POPs) como quando adsorvem agrotdxicos e antibidticos,
metais toxicos como Cr, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb, As, Mn e Fe, metaldides e outros aditivos

usados na sua fabricacdo como plastificantes e corantes. Os quais podem cooperar com a
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toxicidade dos pPs e bioacumulados na natureza podem acarretar em estresse oxidativo,
estimulo da imunidade inata, neurotoxicidade, citoxicidade, toxicidade reprodutiva, mudancas
fisiologicas e desnutricdo em peixes, aves, seres humanos e outros animais (Bai ef al., 2022;
Rakib et al., 2023; Deo; Benjami; Osborne, 2024).

Bandara et al. (2024) descrevem ainda alteragdes nos ciclos biogeoquimicos do
carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre causadas pela estrutura dos hidrocarbonetos, estresse e
morte de bactérias fixadoras, assim como, a inativagdo de fosfatases. E as plantas cultivadas
nesses solos contaminados adquirem limitagdes de performance e desenvolvimento como a
supressao de genes de crescimento, bloqueio da fotossintese e a redu¢do da captagao de agua
e sais minerais (Devi et al., 2023).

Além da contaminacdo sistémica e da reducdo da produtividade dos solos agricolas,
Villarrubia-Gomez et al. (2024) destacam que os plasticos contribuem significativamente para
as mudancas climaticas e a acidificagao dos oceanos ao longo de todo o seu ciclo de vida, da
extracdo de combustiveis fosseis a degradacdo ambiental. A producdo de plésticos ¢
responsavel por cerca de 5,3% das emissdes globais de gases de efeito estufa, podendo
alcancar 4,3 gigatoneladas de CO: e por ano até 2060. Sua degradagdo libera metano, etileno e
CO2, reduz o albedo terrestre e marinho, acelera o derretimento polar e altera fluxos
biogeoquimicos, contribuindo para a acidificacdo oceanica e desequilibrios nos ciclos de
carbono e nutrientes.

Segundo Li et al. (2024), os uPs impactam profundamente os ciclos do carbono e do
nitrogénio, aumentando as emissdes de CO: e N2O, modificando a atividade microbiana e
enzimatica e alterando a disponibilidade de nutrientes em solos ¢ ambientes aquaticos. De
forma complementar, Parvez et al. (2024) destacam que os pPs contribuem para o
aquecimento global em todas as etapas de seu ciclo de vida, produgdo, transporte, uso,
descarte e degradagdo. Na hidrosfera, comprometem os ecossistemas de carbono azul,
reduzindo o armazenamento de carbono e promovendo desoxigenac¢ao oceanica; na litosfera,
alteram as propriedades do solo, reduzem a produtividade vegetal e intensificam as emissoes
de gases de efeito estufa.

Os polietilenos sdo homopolimeros de composicdo quimica simples, isto ¢, sao
formados por somente um mondmero, o etileno (ou eteno), assim como, podem ser
caracterizados como termoplasticos. Outra classificagao dos PEs diz respeito a sua densidade,
isto ¢, quando nomeados a partir da estrutura de hidrocarbonetos e suas ramifica¢des. Os PEs
mais comuns sdo o polietileno de baixa densidade (PEBD), o polietileno de alta densidade

(PEAD) e o polietileno linear de baixa densidade (PELBD) (Montazer et al., 2020).
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Eles figuram entre os primeiros plasticos sintetizados em escala industrial a partir do
refino do petréleo. Devido a sua ampla produgao e ao elevado consumo global, esses
materiais constituem uma das principais fontes de poluicdo macroplastica e microplastica nos
ecossistemas aquaticos. Estima-se que o polietileno represente cerca de 80% das particulas
microplasticas detectadas nos oceanos, conforme dados do Banco de Dados de pPs Marinhos
da NOAA (Burelo et al., 2023; Hossaine Engelhardt, 2025).

Ao mesmo tempo, os estudos de degradagdo de plasticos, incluindo os polietilenos,
consideram esses materiais como substratos complexos para a atuacdo da maquinaria de
decomposi¢cdo microbiana. Desse modo, a biodegradacao de plasticos e uPs constitui um dos
principais desafios ambientais contemporaneos, devido as suas caracteristicas quimicas e
estruturais recalcitrantes. Os plasticos convencionais derivados do petroleo apresentam
cadeias poliméricas longas, elevado peso molecular, alta cristalinidade e hidrofobicidade,
além de escassez de grupos funcionais reativos e ligacdes hidrolisaveis, fatores que os tornam

inadequados tanto para a adesdo microbiana quanto para a agao enzimatica (Cai et al., 2023).

2.2 BIODEGRADACAO

Aterros sanitarios, incineracao, decomposi¢ao fisica e quimica para a reciclagem sao
alguns dos métodos utilizados no enfrentamento da polui¢do plastica. Entretanto, tais
abordagens ndo podem ser consideradas ecologicamente seguras. Os aterros sanitdrios podem
contaminar o solo e aquiferos subterraneos; a incineracao libera gases de efeito estufa e
aerossois na atmosfera; e a decomposigao fisica ou quimica frequentemente gera subprodutos
toxicos durante o beneficiamento do lixo plastico (Gilani et al., 2023; Pilapitiya; Ratnayake,
2024). Dessa forma, a biodegradacao, isto ¢, a utilizacdo de microrganismos (como bactérias,
algas e/ou fungos) como agentes decompositores, t€tm sido alvo de intensa pesquisa
biotecnoldgica nos ultimos anos devido a sua capacidade de, sob condigdes de processo
amenas, converter residuos plasticos em compostos de valor agregado, tais como
biopolimeros, 4cidos orginicos, metano e biomassa microbiana (Liu et al, 2022). Esse
processo apresenta-se como uma alternativa sustentavel, pois minimiza o impacto ambiental,
reduz a necessidade de energia e evita a formacdo de subprodutos toxicos, desvantagens

comuns em outros métodos convencionais (Rezaei; Dinani; Moghimi, 2024).
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O processo de biodegradagdo de macroplésticos e puPs podem ser didaticamente
distinguidos, no minino, a partir de trés etapas. Essas etapas sdo semelhantes para plésticos e
microrganismos diferentes. Isto ¢, de maneira geral, o processo envolve a colonizagdo do
substrato plastico, seguida da sua degradagcdo metabdlica, resultando na conversdo das cadeias
poliméricas em produtos mais simples e ambientalmente compativeis (Roy; Chakraborty,
2024). A eficiéncia desse processo depende da cristalinidade, tamanho das particulas e
presenca de grupos funcionais sensiveis, isto €, caracteristicas do material plastico que
influenciam na atuagdo das enzimas microbianas, biomoléculas essenciais para a remediacao

ambiental e biotransformacao ecologica (Cai et al., 2023; Ihsanullah et al., 2024).

2.2.1 Adesao seguida de colonizacio

A biodegradacao inicia-se com a adesao dos microrganismos a superficie do polimero.
Em Ff, essa adesao ¢ mediada por hidrofobinas, pequenas proteinas anfifilicas que apresentam
regides hidrofébicas e hidrofilicas, permitindo a ancoragem das células microbianas ao
substrato polimérico. Essa etapa ¢ fundamental para o estabelecimento da colonizagdo
microbiana, caracterizada pela formacdo de biofilmes e de microambientes favoraveis as

etapas subsequentes do processo de degradacao (Khatua; Simal-Gandara; Acharya, 2024).

2.2.2 Deteriorac¢io ou Fragmentacao

Através da colonizacdo, 0s microrganismos secretam enzimas extracelulares e/ou
exoenzimas associadas a membrana celular, capazes de romper e modificar as ligagdes
quimicas da estrutura polimérica. A agdo dessas enzimas leva ao enfraquecimento do
substrato plastico, promovendo alteragdes nas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas do
material. Consequentemente, os macroplasticos sdo fragmentados em pPs, que por sua vez
sdo degradados em oligdmeros, dimeros e mondmeros (Bacha ef al., 2023).

Nesta etapa, atuam principalmente duas classes de enzimas: oxirredutases (EC 1) e
hidrolases (EC 3). Dentre as oxirredutases, destacam-se as lacases e peroxidases (como a
manganés peroxidase — MnP e a lignina peroxidase — LiP), que introduzem oxigénio nas
cadeias de hidrocarbonetos do polimero, originando estruturas oxigenadas, como grupos
carbonila (C=0). Por outro lado, as hidrolases, como glicosidases, celulases, pectinases,
hemicelulases, cutinases, lipases e proteases, clivam a estrutura de hidrocarbonetos e

hidrolisam as estruturas oxidativas formadas pelas oxirredutases (Temporiti et al., 2022). Essa
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maquinaria enzimatica despolimeriza as cadeias do polimero a fim de que a partir do substrato

pléstico, estruturas quimicas possam ser formadas e integradas ao metabolismo microbiano.

2.2.3 Assimilacio seguida de Mineralizacido

As estruturas modificadas pelas maquinaria enzimatica microbiana sao assimiladas por
essa maquinaria bioldgica, isto ¢, os oligdmeros, dimeros e mondmeros resultantes da
fragmentacdo enzimatica sdo processados por enzimas extracelulares e intracelulares (apos
permearem a membrana) e integrados como intermedidrios de outras vias metabolicas
(Ghatge et al, 2020). As quais, originam produtos metabodlicos finais mais simples e
ambientalmente menos recalcitrantes. Por exemplo, Amobonye et al. (2021) citam duas
propostas da literatura cientifica para os intermedidrios da fragmenta¢do do polietileno: a
formacgdo de acido acético a partir do acetil-CoA no ciclo de Krebs e/ou a obtencao de
diferentes acidos graxos. Além disso, Roy e Chakraborty (2024) destacam que o processo € 0s
produtos finais da degradacao dependem do tipo de polimero (por exemplo, sua composi¢ao
quimica, arranjo estrutural e a possibilidade de pré-tratamento do material), do microrganismo,
condi¢des ambientais (por exemplo, pH e a quantidade de oxigénio) e a disponibilidade de
outros nutrientes. Ainda assim, o processo de biodecomposicao tende, a partir do
macroplastico ou uPs de interesse, a liberar, como produtos finais do metabolismo, compostos
quimicos orgénicos e inorganicos menos recalcitrantes, como CO., CHa, 4gua e biomassa

microbiana (Carmen, 2021; Cai et al., 2023).

2.3 DECOMPOSICAO DE POLIETILENO POR FUNGOS FILAMENTOSOS (2020-2025).

Hé um evidente avango nos estudos relacionados a utilizacdo de Ffs na decomposi¢ao
do polietileno (PE) e de outros tipos de plasticos. As pesquisas iniciais se concentraram
principalmente no uso de filmes de PE como substrato, tanto em meios so6lidos quanto
liquidos, com o objetivo de avaliar a degradagdo do material polimérico. Nesses trabalhos, as
analises realizadas apos o cultivo fungico restringiam-se, em grande parte, as alteragcdes
fisico-quimicas do polimero (Lee et al, 1991; Yamada-Onodera et al., 2001; Zahra et al.,
2010; Balasubramanian et al, 2014; Das; Kumar, 2014; Awasthi et al, 2017). As
metodologias mais comuns incluiam a medicdo da quantidade de plastico residual, a
determinagdo da forca ténsil do material (c), além do uso frequente de microscopia eletronica

de varredura (MEV) e espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).
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Contudo, a partir de 2015, a decomposicao de PE passa a receber uma abordagem
mais biologica. Os conceitos bioquimicos que fornecem o suporte tedrico para a degradacao
por microrganismos comeg¢am a ser integrados aos fundamentos da ciéncia de materiais.
Nesse contexto, além da diversificagdo das técnicas de microscopia (como microscopia de
forga atdmica — MFA e microscopia eletronica de transmissao — MET), espectroscopia (como
RAMAN, NMR e ATR-FTIR), andlises térmicas (TGA, DSC), observa-se a aplicagao
crescente das ciéncias Omicas. Entre estas, destacam-se a caracterizacdo da producao
enzimatica microbiana, analises cromatograficas de metabdlitos, simula¢cdes de docking e
dinamica molecular, bem como a identificacdo de potenciais decompositores por meio de
estratégias de triagem genética (Bernat ef al., 2023; Hoang et al., 2024).

Quanto aos procedimentos microbioldgicos, a Tabela 1 apresenta certas tendéncias
observadas entre os pesquisadores e grupos de trabalho em estudos recentes sobre a
degradacdo de polietilenos por fungos filamentosos. Observa-se uma preferéncia pelo uso de
microrganismos isolados de ambientes contaminados por plasticos, como lixdes, aterros
sanitarios, manguezais e residuos plasticos recuperados do oceano. Esses microrganismos sao
frequentemente avaliados quanto a presenga de alguma caracteristica de interesse, por
exemplo, a producdo de enzimas especificas ou a capacidade de biodegradagdo preliminar,
antes da realizacdo do cultivo de degradagao prolongado, geralmente em meio liquido.

Esse cultivo de longa duracdo, entre 30 e 90 dias, costuma ser desenvolvido em
variagdes de meios salinos restritos em carbono visando direcionar o metabolismo fungico
(Tabela 2). Durante esses cultivos, o perfil de algumas enzimas de interesse (oxirredutases e
hidrolases) e/ou o material plastico ¢ analisado quanto a alteragdes fisico-quimicas e

estruturais, com o objetivo de determinar a extensdo e o mecanismo da biodegradagao.
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Isolamento Selecao Decompositores Pré-tratamento Polimero Configuracoes Enzimas Referéncias*
Meios de aclimatacéo,
Visceras da traca Galleria BDA, Caldo Salino com restri¢do Lacase
mellonella (alimentadas ~ Agar e Caldo restritos A. flavus Nao de carbono com uPs de 30 dias LCMOs 1
com filmes de PE) em carbono contendo PEAD (< 200 pum)
uPs de PEBD ou PEAD
Caldo Mineral com restri¢ado
120 rpm
T lanueinosus Sim de carbono suplementado 450 C 5
- Lanug com filmes de PEBD (16 30 dins
cm2 e 8 um de espessura)
Caldos Czapek, Czapek
Co-cultura: restrito ou Batata com tiras
A. niger N de sacos plasticos de PEBD .
- - N 2 4 -
A. oryzae a0 (4 ou 9 cm2), Tween 80 foi 0,30 ¢ 45 dias 3
A. flavus usado nos ensaios com
“aditivo”
Agar Salino, Agar
C k li
zapek (sem glicose) Co-cultura: . pH 7
Aterros sanitarios com 3% de filmes de A fumigatus Sim Caldo salino com filmes de 28 °C Lacase 4
pretos de PEBD ¢ ’ & . PEBD tratados (4 cm2) 120 rpm MnP
. A. carbonarius .
Caldos Salinos com 15 dias

filmes de PEBD




Tabela 1 - Estudos sobre a degradagdo de polietileno por fungos filamentosos (2020 - 2025), continuagao.
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Isolamento Seleciao Decompositores Pré-tratamento Polimero Configuracoes Enzimas Referéncias*
D. itali 27 °C
Caldo Czapek (sem ) Ha zanan ) L. Lacase
T. jaczewskii Caldo salino com filmes de Estatico
- sacarose) com filmes de ) - MnP 5
PEBD C. fructicola PEBD (4 cm2) pH 7 LiP
S. citrulli 30, 60 e 90 dias
1 k 19
Ca ’do ngpe com 1% A, fructus
. de 6leo mineral, EMA, . . .
Aterro sanitario . . F. falciforme . Agar salino com filmes de .
abandonado Meio salino com uPs de F. oxysporum Nao PE (400 pm, 2 x 2 cm) 30 dias i 6
PE e Agar Czapek com P l';} P ) Hm,
Ps de PE . lilacinum
A. niger
Solo de depdsitos de A j:Zavus ) Caldo salino com filmes de 30 dias
residuos - Podridao branca Sim PE (2 2 cm) 28 °C - 7
Podridao preta 150 rpm
Penicilllium sp.
e T
- - A. aegerita Sim . ! . . 26 °C - 8
feitos a partir da mistura de
L . 70-80% UR
PE com acido oléico
. 56 di
Cephalosporium Sim Caldo salino com filmes 120 1311 9
sp. poliméricos (PS ou PE) P
28 °C
Solo de dendsitos Agar e Caldo salinos com
P - Rhizopus sp. Nao filmes de PEBD (50 um de 10-30 dias - 10

sanitarios

espessura e 0,2; 0,4 e 0,6 g)
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Tabela 1 - Estudos sobre a degradagdo de polietileno por fungos filamentosos (2020 - 2025), continuagao.

Isolamento Sele¢ao Decompositores Pré-tratamento Polimero Configuracoes Enzimas Referéncias*
‘ Caldo salino com filmes Lacase
A li fil
- garsa m;];];)g tlmes de N. phangngaensis Sim de PEBD 30, (?i(;se %0 MnP 11
(1,0 x 4,0 cm, 0,11 mm) LiP
C. globosum Lacase
D. eschscholtzii Caldo salino com filmes pH 7 MnP
Manguezal e Plantas associadas N. occulatum N de LDPE 21 dias LiP
. - . Nao . 12
a manguezais P. chrysosporium (10 x 3 cm, 28 °C Amilase
S. commune 375 um de espessura) 150 rpm Lipase
X. feejeensis Esterase
. L. AN e BDA suplementados Dos fungos Caldo salino com filmes .
L last t ’
oPp :;nli‘;;’riesa erros com PVC ou PE A. niger Nio de PVC ou PE 13 500d1arsn - 13
pulverizados A. glaucus (2 x 2 cm) p
Cenhal . Caldo salino com filmes 56 dias
- - CpRAToSpOrIHm Sim de PEBD ou PEAD 28 °C - 14
Sp.
P (4 x 4 cm) 120 rpm
LBA,
Visceras de larvas contaminando Aga}r Cera de Abelha, N Caldo LB com PEAD 15 dias Oxirredu
favos de cera de abelha Agar PE ¢ LBA C. halotolerans Nao ulverizado 1% (m/v) 30°C tases 15
suplementado com PEAD p ° (Lacase)
pulverizado
Solo de aterros sanitarios Agar Microcarbonado
misturadas co’m fragmentos de (MCA) e Agar Salino C. basi-inflatum Sim Caldo salino (MSM) 30 dias Lacase 16
plastico suplementados com pPs com filmes de PEBD 30°C

durante 100 dias de PEBD
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Tabela 1 - Estudos sobre a degradagdo de polietileno por fungos filamentosos (2020 - 2025), continuagao.

Isolamento Sele¢ao Decompositores  Pré-tratamento Polimero Configuracoes Enzimas Referéncias*
Czapek Dox Agar e Esttico Lacase,
Solo de de aterros Agar salino o . Caldo salino com filmes de . Esterase,
. P. citrinum Sim 15-90 dias . 17
sanitarios (suplementado com PEBD (4 x 3 cm) 78 °C Lipase
PEBD pulverizado) MnP
PDA (suplementado

Caldo salino de Swe (2015)

tibioti
com antib1o 1COS) com com filmes de PEBD (2 %

. fragmentos de madeira . Lacase
Mad 10 cm x 37,5 45d
acetra em (5 x 5 cm) e Caldo P. flavidoalba Nio cm x 37,5 pm), s MnP 18
decomposicgao : fragmentos de mogno foram 28-30 °C )
salino de Swe (2015) - Lip
usados nos ensaios com
com fragmentos de e
aditivos
mogno (4 meses)
PDA 1 tad .
Fragmentos de com aszz%::z; io(:n Discos de PEBD (5,5 ¢cm)
plasticos coletados de C. cladosporioides Nao umedecidos com caldo 90 dias - 19
campos agricolas fragmentos de PEBD salino
(5 X 5 mm)
F. solani,
Granulos de PE ou PP F. oxysporum Granulos de PE ou PP em
Solo de aterros N . ) . ~ . .
o em solucdo salina (com Fusarium sp. Sim solugdo salina 30-90 dias - 20
sanitarios o g . g
antibidticos) L. araneicola (com antibidticos)
T. lixii.
Aspergillus sp. 78 dias
Sedimentos de Aspergillus sp. . Caldo salino com pPs de
- . Nao 150 rpm Lacase 21
manguezal Aspergillus sp. PEBD 30°C

T. pseudokonigii
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Isolamento Sele¢ao Decompositores Pré-tratamento Polimero Configuracoes Enzimas Referéncias*
F. tricinctum
F. solani
Psathyrella sp.
T. harzianum
B. cinerea
C. tenuissimum
. Caldo sali Ps d
Agar salino com uPs de PE, C. herbarum PE }(:[ja}l{l?j) (clo (;n “ Isj;: ~ 90 dias
Lagos PU, RU ou filmes de PEBD (1 C. cladosporioides Nio T g 150 rpm - 22
. ou filmes de PEBD
x 1 mm) P. brevicompactum 28 °C
(1 x 1 mm)
P. crustosum
S. boydii
C. tenellum
Hongkongmyces sp.
A. alternata
M. marginalis
Acar e Caldo salinos com Caldo salino otimizado 15-90 dias Lacase
Solo de aterros sanitarios & tiras de PEAD T. liani Nao com tiras de PEAD 160 rpm MnP 23
iras de i
0,52 28 °C LiP
Caldo salino Bushnell 30 dias
Solo de manguezal - niger Nao Haas (BHC) com PEAD 25°C - 24
pulverizado 120 rpm
Caldos Batata (BDC) e Agar Batata modificado
o Czapek Dox (CDC) . (mBDA) e Agar Bushnell 15-90 dias
1 t ta T. . - 2
Solo de aterros sanitérios modificados e suplementados PUTPUTEOSENIS Sim Haas (BHA) com tiras de 28 °C >

com pellets de PEBD

PEBD (5 x 5 mm)
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Isolamento Selecao Decompositores Pré-tratamento Polimero Configuracoes Enzimas Referéncias*
A. niger 30 dias
C. albicans Nio Sabouraud Dextrose Caldo 37°C %6
A. sclerotigenum com uPs de PE, PET ou PS 120 rpm
Co-cultura pH 7
.Cole(;ﬁo. de Agar Nutriente Co-cultura f'ﬁ.ngica: Caldo salino com pPs de 30 °C Lipase
Microrganismos B. subtilis N PEBD, PELBD, PET ou PS Cutinase
. . com filmes de PELBD Nao . . 120 rpm 27
(UAL), isolados a partir (1 cm?) F. oxysporum (virgens ou reciclados, 30 dias Lacase
de diferentes plastiferas A. alternata <2 mm) PO
Raetselfrlcl)zsszrlz‘f;?gz : ) Caldo Batata Dextrose com Caldo Batata Dextrose com Estitico Hfi:i:ies
corpos de deua PEBD 0,5% (m/v) e Agar  C. sphaerospermum Nao filme de PEBD (2 x 2 mm) 35°C MnP 28
1pos e ag PEDB 0,5% (m/v) 7 dias :
contaminados LiP
1 li PEBD A a sp. . 1
Amostras de solo Ca do‘sa jrocom . liernaria sp . Caldo salino com filmes de S0 tpm
contaminadas pulverizado e Agar salino Trametes sp. Sim PEBD (3 * 3 mm) 30 °C Lacase 29
com filmes de PEBD Co-cultivo 30 dias
P. ostreatus : Agar salino com filmes de 20 (tlas
i i A. bisporus Sim PEBD (1 cm?) 28 °C i 30
' 90% UR
BDA e Czapek Dox Agar
1 t t: L
sui;ﬁ?;gi?;?g:;iﬁi? e S. commune Nio Caldo Batata Dextrose com 30 dias ;ICSIS)G 31
’ . _ . X - o
Brilliant Blue R e fenol L. sajor-caju filmes de PELBD (3 x 3 mm)  25-29 °C Lip
vermelho)

Fonte: Autor (2026),

Legenda: * Os nimeros apresentados correspondem as referéncias bibliograficas identificadas com os mesmos numeros sobrescritos na lista de referéncias.



Tabela 2 - Comparacdo da composi¢ao de meios de cultivo restritos em carbono.
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Das;

Componente Salino Sowmya Kumar, Das Satti Spina Mohamed Chien Khan Gong
etal, 2014 2014 & al., 2018 et al., 2020 etal,2021(2016) etal,2022 etal,h 2022 etal,h 2023 etal,2023
CaCl;- 2 H,O - 0,002 0,002 0,002 0,02 0,05 - 0,002 0,1
CuSO4 - 5 H:O - 0,001 0,001 - - - - 0,001 -
Fe2(S04)s - 6 H20 - 0,01 0,01 - - - - 0,01 -
FeCl; - - - - 0,05 - - - -
FeSO4- 7 H,O - - - 0,001 - 0,05 0,002 - 0,01
H3;BO; - 0,005 0,005 - - - - 0,005 -
K:HPO4 5 1 1 0,5 1 2,5 - 1 -
KCl - - - - - - - - 0,15
KH:PO4 - 0,2 0,2 0,04 1 0,2 0,7 2 1
MgSO4 - 7 H20 0,2 0,5 0,5 0,02 0,2 0,1 0,7 0,5 0,2
MnSO4- H;O - - 0,001 - - - 0,001 0,001 0,001
Na,HPO4 - - - - - - - L5
NaCl 1 1 1 0,1 - 0,5 0,005 1 -
NH.4CI - - - - - - - 2
NH4NO3 3 - - - 1 - 1 -
(NH4)2S04 1 1 0,2 - 1 - 1 -
ZnSOs- 7 HO - 0,001 0,001 - - - 0,002 0,001 0,1

Fonte: Autor (2026).
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Além disso, a Tabela 1 evidencia a tendéncia recente de utilizagdo de uPs de PE, os quais
passaram a ser empregados como alternativa e/ou em conjunto com os filmes
tradicionalmente utilizados, refletindo uma diversificagdo nas abordagens experimentais de
biodegradacdo. Além disso, o uso de polietilenos tratados ou ndo tratados ¢ relevante. De
maneira geral, esses pré-tratamentos podem ser quimicos, por exemplo, imersdao em xilana
para induzir a acdo de hidrolases ou enfraquecimento com acidos antes do cultivo prolongado,
ou fisicos, como aquecimento ou radiagdo UV, mimetizando as condigdes as quais os
plasticos e uPs sao submetidos quando dispersos na natureza.

Nota-se ainda que, dentre os 31 trabalhos recentes analisados, aproximadamente 64%
foram conduzidos por pesquisadores e instituicdes de pesquisa do continente asidtico (China,
Coreia do Sul, India, Tailandia, Malasia, Paquistdo e Sri Lanka). Em seguida, destaca-se a
Europa (Italia, Espanha, Polonia, Alemanha, Portugal, Suécia), responsavel por cerca de 28%
das publicacdes da Tabela 1. Os trabalhos restantes pertencem aos outros continentes (Africa,
Américas e Oceania), dentre esses, o trabalho de Aguiar et al. (2024) figura como o Unico
representante do continente americano. Observa-se ainda que, embora haja convergéncia
metodologica entre os estudos analisados, estes evidenciam a urgente necessidade de ampliar
a cooperacdo internacional, especialmente entre paises em desenvolvimento, como se reflete
no protagonismo asiatico. Tal cooperagdo ¢ essencial para direcionar e fortalecer o avango
tecnologico da biorremediagdo da poluicdo pléstica, promovendo uma producdo cientifica

mais equitativa e globalmente sustentavel.



31

3 JUSTIFICATIVA

O presente trabalho se insere no estado da arte apresentado e busca contribuir para o
avanco desse campo, dialogando com os progressos alcangados nos ultimos 15 anos em
pesquisas voltadas a mitigagcao dos efeitos da poluigdo plastica, em suas formas macro e micro,
por meio da utilizagdo de fungos filamentosos como alvos biotecnologicos para a
decomposicdo desses poluentes.

Embora existam estudos relevantes na literatura recente, ainda assim, em sua maioria
0s experimentos € analises ainda se encontram em estagios embrionarios, apresentando
diversas lacunas (algumas das quais este trabalho pretende contemplar), sobretudo no que se
refere a defini¢do de padrdes para aquisicao de dados. Essa limitag¢do dificulta a comparagdo e
validagdo de resultados. Nesse sentido, este projeto propde o desenvolvimento de um
protocolo preliminar que seja acessivel a outros grupos de pesquisa, favorecendo o
alinhamento metodolégico e viabilizando, futuramente, a construcdo de uma base de
metadados robusta.

A selecdo de fungos filamentosos, a elaboragdo de um protocolo experimental
preliminar e a validagdao da agdo decompositora se configuram como trés agdes fundamentais
e interdependentes para o avango de futuras tecnologias associadas a aplicagdo de processos
enzimdticos na biodegradagdo de polietileno de baixa densidade (PEBD). Essas ag¢des
contribuem, assim, tanto para a mitigacao da polui¢do plastica quanto para o desenvolvimento
de processos alternativos e circulares voltados ao tratamento de residuos industriais,
alinhando o presente projeto a Agenda 2030 proposta pela Organizagao das Nacdes Unidas
(ONU), especialmente 5 dos 17 Objetivos para o Desenvolvimento Sustentdvel (ODS): 9
(Industria, Inovagdo e Infraestrutura), 12 (Consumo e Producdo Responsaveis), 13 (Combate

as Alteragdes Climaticas), 14 (Vida na agua) e 15 (Vida terrestre).



32

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um protocolo para selecdo de fungos filamentosos que possuam a

capacidade de degradar polietileno de baixa densidade (PEBD) a ser usado em estudos futuros.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar, por meio de etapas em meios solido, fungos filamentosos com capacidade de
biodegradar filmes plésticos e microplasticos (uPs) de polietileno de baixa densidade

(PEBD);

b. Realizar ensaios de decomposicao de filmes e puPs de PEBD em meio liquido
utilizando o(s) fungo(s) filamentoso(s) selecionado(s) nas etapas de selecdo anteriores,

afim de validar a agdo decompositora;

c. Definir parametros preliminares para a biodegradagdo de PEBD (p. ex. o tempo
minimo de cultivo e a prospeccdo de atividades enzimaticas envolvidas na

degradagdo).
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Figura 1 - Fluxograma das etapas experimentais de selecdo e validagcdo realizadas neste

trabalho.
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Fonte: Autor (2026).



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 FUNGOS FILAMENTOSOS

5.1.1 Culturas faingicas
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No presente estudo foram utilizados 15 fungos filamentosos (Tabela 3). Estas culturas

fingicas foram cedidas pelos Laboratérios de Micologia e Aplicagdes Biotecnologicas e
Nanotecnologicas (IB - CLP - UNESP, Sao Paulo), Processos Biotecnologicos (ITEC - FEA -
UFPA, Pard) e Tecnologia Enzimatica e Bioprocessos (ICT - UNIFAL, Minas Gerais).

Tabela 3 - Ffs cedidos pelos laboratorios das universidades UNESP, UFPA e UNIFAL para esse

trabalho.
Universidade Nome cientifico Codigo Local de Isolamento
Aspergillus sp. IBCLP20
Aspergillus sp. AQ2A Manguezal/Apicum
Aspergillus sp. AQ3A
Nao identificado RMP1
Nao identificado RMP3
Nao identificado RMP5
UNESP
Colletotrichum sp. ASP1
Vegetacao de regido de
Diaporthe sp. ASP2
Manguezal/Apicum
Nao identificado ASP4
Colletotrichum apelinum ASP6
Nao identificado ASP7
Nao identificado ASP9
Fusarium fujikuroi BAC Bacaba (Oenocarpus bacaba)
UFPA
Nao identificado CRO04 Cuia (Crescentia cujete L.)
UNIFAL Aspergillus oryzae IPT-301 Micoteca

Fonte: Autor (2026).
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Os fungos AQ2A e AQ3A foram adicionados como fungos de controle. Trabalhos
anteriores (Aguiar et al., 2024) selecionaram estes fungos como potenciais decompositores de

polietileno e por isso, foram adicionados como microrganismos para comparagao.

5.1.2 Manutencio e preservacio das culturas fungicas

Os isolados fungicos foram inoculados em placas de Petri contendo meio batata
dextrose agar (BDA). Apds 7 dias de incubagdo a 30 °C (DBO, TECNAL TE-371), trés discos
(cilindros de BDA com micélio fingico periférico, @ 5 mm) foram recortados a partir das
placas de Petri, armazenados em microtubos estéreis de 2 mL de capacidade em seguida, os
microtubos foram preenchidos com uma solucao de glicerol 15 %. Os tubos foram dispostos
em geladeira (ELETROLUX, DF50) a - 18 °C. Essa metodologia foi adaptada segundo as

conclusodes de Eichlerova (2025).

5.1.3 Inoculos

O preparo dos in6culos foi realizado a partir de um cilindro de cada microrganismo em
BDA (preservado em glicerol, Se¢do 5.1.2). Este cilindro foi inserido de forma
individualizada em placas de Petri preenchidas com meio BDA. Essas placas foram incubadas
a 30°C (DBO, TECNAL TE-371) por um periodo de 7 dias e delas, cilindros de 5 mm de

diametro foram obtidos como indculos para os ensaios de sele¢ao e biodegradacao de PEBD.

5.2 PREPARO E ESTERILIZACAO DOS FILMES E MICROPLASTICOS DE PEBD

Os filmes de PEBD de 36 cm? (6 X 6 cm) € 4 cm? (2 x 2 ¢cm) foram obtidos a partir de
sacos plasticos comerciais transparentes (Fig. 2). Em seguida, estes filmes de PEBD foram
submersos individualmente em uma solucao de alcool 70% e irradiados sob luz UV durante

30 minutos.
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Figura 2 - Filmes plasticos de polietileno de baixa densidade (PEBD).

Fonte: Autor (2026).
Legenda: Bobina de sacos plasticos de PEBD comercial (A) e amostras de filme plastico com areas de 36 cm? e

4 cm? (B).

Os pPs de PEBD foram obtidos a partir de PEBD comercial (Fig. 3), reduzido
mecanicamente. Essas particulas passaram por vibrador mecanico, composto por peneiras de
diferentes granulometrias (500 - 63 um), operado a 3.600 rpm por 15 min. Destas, foram
selecionados puPs de PEBD com tamanho igual ou menor que 355 um em formato de
microesferas, analisadas em estereoscopio (Hidalgo-Ruz et al, 2012). Estes pPs foram
submersos em uma solugdo de alcool 70% e irradiados sob luz UV durante 30 minutos

(Zahra et al., 2010; Kang et al., 2019; Sathiyabama et al., 2024).

Figura 3 - uPs de polietileno de baixa densidade (PEBD) com granulometria de (X 355 pum),
apresentados junto a uma moeda de 10 centavos para referéncia de tamanho.

Fonte: Autor (2026).
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5.3 MEIO DE CULTURA (MMSC)

O meio de cultivo utilizado neste trabalho seguiu a formulacdo descrita por Das et al.
(2018) e Khan et al. (2023) para um meio minimo mineral com restricdo de carbono (MMSC)
(Tabela 2). Essa composi¢ao consistiu em 0,005 g de acido borico (HzBO3); 0,002 g de
cloreto de calcio (CaCly); 1 g cloreto de sodio (NaCl); 1 g de fosfato de potassio dibasico
(KoHPOy4); 2 g de fosfato de potassio monobdsico (KH2POs); 1 g de sulfato de amodnia
((NH4)2S04); 0,001 g de sulfato de cobre (CuSOs); 0,01 g de sulfato de ferro (Fe2(SO4)3); 0,5
g de sulfato de magnésio (MgSOs); 0,001 g de sulfato de manganés (MnSOQO4); 0,001 g de
sulfato de zinco (ZnSO4); 1000 mL de agua destilada e para os meios solidos, 15 g de agar
bacteriologico. O pH do meio foi ajustado para 7,2 + 0,2. Todos os meios foram esterilizados

em autoclave a 121 °C por 20 minutos.

5.4 SELECAO DE POTENCIAIS CULTURAS DECOMPOSITORAS DE PEBD

As quinze culturas flingicas cedidas para este trabalho (Se¢do 5.1.1) foram
empregadas em dois ensaios visando selecionar um fungo filamentoso a ser utilizado como
uma potencial cultura decompositora de PEBD (Seg¢do 5.4). O primeiro experimento consistiu
na observacdo da interagdo de cada cultura fungica com um filme de PEBD agarizado e o
segundo, avaliou a secre¢do de uma classe de enzimas associadas a degradagao do PEBD por

fungos filamentosos (Tabela 1).

5.4.1 Interacio de cada fungo com um filme de PEBD

Um cilindro de 8 mm de diametro foi coletado a partir da area periférica de uma
colonia de cada fungo previamente crescido em BDA (Segdo 5.1.3, Inoculo). Esse disco foi
colocado sobre um filme de polietileno (Se¢do 3.2.) centralizado sobre o meio de cultura
restrito em carbono (Se¢do 5.3.1). As placas de Petri foram incubadas em estufa DBO
(TECNAL, TE - 371) por 15 dias a temperatura de 30 °C. Apds esse periodo, as placas de
Petri foram registradas fotograficamente e os filmes de PEBD foram coletados para analises
complementares de MEV e FTIR (Se¢oes 5.4.5 e 5.4.6). Os ensaios foram realizados em

triplicata.



38

5.4.2 Indice de potencial enzimatico para oxirredutases

A inferéncia de potenciais enzimaticos ¢ realizada a partir de zonas reveladas em
meios solidos indutores de determinada agdo enzimatica. Esses halos coloridos indicam a
secrecdo de enzimas que modificam componentes do meio pela cultura microbiana (Porter et
al., 2023; Ansari et al., 2024). Hankin e Anagnostakis (1975) propuseram uma resposta
adimensional, indireta e semi-quantitativa denominada indice enzimatico (IE) baseada na
medi¢ao dessas zonas de coloragao.

Com base nesses conceitos, a metodologia para detec¢ao de oxidases (como lacases e
peroxidases) foi adaptada de forma semelhante a utilizada por Sathiyabama et al. (2024) na
selecdo de leveduras com agdo lignocelulolitica em cultivos com PEBD pulverizado. Em
adi¢do, potencial enzimatico para enzimas da classe das oxidases, amplamente associadas a
degradacao de PE por Ffs (Tabela 1), foi avaliado.

O cultivo dos Ffs foi realizado de forma semelhante a etapa anterior (Se¢do 5.3.2). Um
cilindro de 8 mm de didmetro foi coletado da regido periférica de colonias previamente
cultivadas em BDA (Se¢do 5.1.3., Inoculo) e centralizado sobre o meio de cultivo. O meio
(Se¢do 5.3.1) foi suplementado com uma solu¢cdo de guaiacol (concentracdo de 0,01% no
meio) € 5 g - L' de uPs de PEBD (Sec¢do 5.2), misturados a0 meio momentos antes do
preparo das placas de Petri. As placas foram incubadas por um periodo de 4 dias (30 = 1 °C).
Apoés quatro dias de incubagdo, as colonias foram avaliadas quanto a atividade oxidativa,
inferida pela oxida¢do do guaiacol (incolor) por enzimas como lacases e peroxidases,
resultando em halos de coloragdo acobreada ou marrom no meio de cultura.

O ensaio foi realizado em triplicata para cada cultura fingica. As placas foram
submetidas a registro fotografico, e as respostas semi-quantitativas foram obtidas com base na
intensidade da coloracao dos halos de atividade enzimatica e na razao entre o diametro do

halo e o diametro da colonia, medidas com auxilio de um paquimetro, conforme a equagao:

Diametro do Halo Colorido (mm)

Indice Enzimdtico (IE) = (1)

Diametro da Colo nia (mm)

5.5 ENSAIOS DE DEGRADACAO EM MEIO LIQUIDO
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Os ensaios de decomposicdo de PEBD foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de
250 mL, mantidos em agitador orbital (shaker, TECNAL TE-4200) sob agitacdo continua a
120 rpm e temperatura de 30 °C, durante 28 dias. A cultura fingica RMP5 foi selecionada
como decompositora em potencial a partir das etapas de sele¢do acima (Segoes 5.3.2 ¢ 5.3.3) e
utilizada como microrganismo de interesse biotecnoldgico dos ensaios em meio liquido.

Cada frasco recebera 50 mL de caldo salino (Se¢do 5.3.1), cinco discos fungicos (J 6
mm, Se¢do 5.1.3)e 5 g- L' de pléstico (uPs ou tiras de PEBD, Sec¢do 5.2).

Para ambos os ensaios (UPs e filmes), as amostras foram preparados em triplicata, e
controles abidticos e bidticos foram incluidos. Amostras de sacrificio foram retiradas a cada 4

dias, correspondendo aos tempos de incubagdo: 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 ¢ 28 dias.

5.6 TECNICAS ANALITICAS

5.6.1 Biomassa fingica e PEBD residual

O cultivo serd analisado quanto ao crescimento da biomassa fingica e a redugdo do
material pléstico. Isto €, apds a coleta de cada tempo dos ensaios em meio liquido, as amostras
foram filtradas em um sistema de filtragdo a vacuo (papel filtro qualitativo com porosidade de
45 um, funil de Buchner e kitassato) para a separa¢do do caldo de cultivo.

Em seguida, o procedimento para realizar a separacdo entre o microplastico residual e
a biomassa fungica seguira as etapas de centrifugacdo e agdo de surfactante descrita na
literatura recente para decomposi¢ao microbiana de polietileno e dela, adaptada (Gong et al,,
2023; Khan; Ali; Ali, 2023; Chaturvedi et al., 2024; Nair et al., 2024; Ong et al., 2024;
Salinas et al., 2024; Sathiyabama et al., 2024; Singh et al., 2024; Yang et al., 2024). A
biomassa e os residuos pPs foram recuperados do filtro de papel e solubilizados em uma
solugdo de dodecil sulfato de so6dio (SDS) a 5% (m/v). A suspensdo sera mantida em repouso,
no minimo, por 24 horas, seguida de desagregacao mecénica por agdo de esferas de vidro em
agitador de solugdes (vortex, PHOENIX LUTERCO AP-56). Em seguida, o material serd
centrifugado em centrifuga refrigerada (NOVATECNICA, modelo NT 815) a 4000 x g por 20
min. Apos a centrifugagdo, a biomassa e os uPs foram separados, lavados com agua
deionizada e filtrados utilizando aparato de Biichner. Os materiais recuperados (biomassa e
microplastico residual) foram secos em estufa a 50 °C durante a noite para determinagdo do

PESO SECO.
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O procedimento de separagao entre biomassa e filmes plasticos consistiu na lavagem
com agua destilada a fim de retirar a biomassa aderida. Em seguida, ambos foram secos em
estufa a 50°C durante a noite para determina¢do do peso seco.

A reducdo plastica sera expressa através da equacao (b):

~ - Peso inicial do PRstico - Peso final do Plstico
Reducao Plstica (%) = x 100 (2)

Peso inicial

5.6.2 pH

O pH dos ensaios liquidos serd mensurado utilizando pHmétro de bancada

Tecnopon™.,

5.6.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Alteragdes nos uPs (uPs) e filmes de PEBD (controles e residuais) foram avaliadas por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), com resolugdo de
4cm™ (4000 a 500 cm™). Dos espectros, indices quimicos foram obtidos a partir da razdo da
integracdo das absorbancias de bandas especificas para carbonilas (1850-1650 cm™),
“carbono-oxigénio” (1150-950 cm™) e hidroxilas (3500-3300 cm™) por uma banda de
referéncia para o PE (estiramento do metileno, 1500-1420 cm™) (Almond et al., 2020; Son et
al., 2024). Esses indices foram corrigidos pela resposta do controle, de modo a descontar

quaisquer sinais de oxidacdo de fundo.

5.6.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A observacao da morfologia dos microparticulados (uPs) e filmes de PEBD (controles
e residuais) foi realizada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), utilizando um
microscopio Leica/Cambridge S360. As amostras foram desidratadas por meio de lavagens
sucessivas em solucdes aquosas de etanol em concentragdes crescentes (10%, 30%, 60%, 70%
e etanol absoluto) e armazenadas em dessecador at¢é o momento da analise. Antes da

observagao, as amostras foram metalizadas com ouro.
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5.6.5 Ensaios Enzimaticos
5.6.5.1 Tirosinases (EC 1.14.18.1)

A quantificagdo da atividade de tirosinases (EC 1.14.18.1) foi adaptada a partir de
Pomerantz e Murthy (1974), os quais consideraram as aplicagdes do sistema
DOPA/DOPAcromo no estudo da oxida¢do de compostos fenolicos (Mason, 1948). O uso da
L - tirosina como substrato da reagdo engloba duas atividades, monofenolases e difenolases
(catecolases).

A quantificagdo foi realizada a partir da cinética de formacao e oxidacao da L-DOPA
em DOPAcromo, monitorada espectrofotometricamente a 475 nm (¢ = 3700 M'-cm™). As
misturas reacionais foram preparadas com 1500 pL de uma solugdo de L - tirosina 20 mM em
tampao Tris-HCl 50 mM (pH 7,5) e 1500 uL do extrato enzimatico, totalizando 3 mL de
volume de reagdo; as amostras foram medidas em espectrofotometro apdés 40 minutos de
reacdo ao abrigo da luz e calor (Panke-Buisse et al., 2020; Cha et al., 2021; Salah et al., 2021;
Vetchinkina; Meshcherov; Gorshkov, 2022; Sowjanya; Girijasankar, 2023; Kim; Yang; Kang,
2024). Controles especificos foram utilizados para corrigir a absorbancia (amostra, tampao e
substrato). A 4gua destilada foi utilizada como branco no espectrofotometro (BEL Photonics,

modelo UV-MS51). A equagdo (c) foi aplicada para o calculo da atividade enzimatica:

Atividade Enzimatica (Unidade por L, U/ L) = % * FDamostra (c)

U = Unidade Enzimatica Internacional (U/L), liga-se a Molaridade em Litros
AAbs = Diferenga entre absorbancias (cinética, 475 nm)

V = Volume total da mistura de reagdo

108 = fator de conversdo de mol para pumol

&= Coeficiente de Extingdo Molar para 0 DOPAcromo, 3700 M™' cm™

d = Caminho optico, 1 cm

v = Volume do extrato enzimatico na mistura de reagdo

At = Tempo de reagdo

FD = Fator de dilui¢ao da amostra
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A unidade enzimatica internacional (I U) usada para atividade enzimatica de
fenoloxidases foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 umoL de L -
DOPA em DOPAcromo (i. e. modificar a absorbancia medida) em 1 minuto nas condi¢des de

trabalho.

5.6.5.2 Lacases e Peroxidases Totais

Os ensaios para a quantificagdo de lacases (Wolfenden & Willson, 1982; Schneider et
al., 2018) e peroxidases totais (Heinzkill et al., 1998) foram adaptados considerando as
diferentes aplicagdes do método na biodegradagdao de polietileno descritas na literatura
(Gémez-Méndez et al., 2018; Kang et al., 2019; Zhang et al., 2020a; Carstens et al., 2020;
Zhang et al., 2020b; Khruengsai et al., 2022; Gong et al., 2023; Perera et al., 2023; Aguiar et
al., 2024; Chaturvedi et al., 2024; Nair et al., 2024; Yang et al., 2024).

O valor obtido para a atividade das peroxidases totais foi subtraido da atividade das
lacases para a obtengdo do valor final (Schneider ef al., 2019). As atividades enzimaticas
foram determinadas a partir da cinética de oxidagdo do sal de diamonio do é4cido 2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS), monitorada a 420 nm (¢ = 36.000 M '-cm™).
As misturas reacionais foram preparadas com 300 pL. de uma solu¢do aquosa de ABTS 0,5
mM, 1350 pL de tampao acetato de sddio-acido acético 100 mM (pH 5) e 1350 uL do extrato
enzimatico para lacases, enquanto para peroxidases totais foram utilizados 300 pL de uma
solucao aquosa de ABTS 0,5 mM, 1050 uL de tampao acetato de s6dio-acido acético 100 mM
(pH 5), 300 puL de uma solugao de H.O2 1 M e 1350 pL do extrato enzimatico (Chevreuil ef
al., 2022; Hartman et al., 2022).

A 4gua foi utilizada como controle branco no espectrofotdometro (BEL Photonics,
modelo UV-MS51). E a absorbancia das misturas foram medidas apds 15 minutos.

A equagao (c) foi aplicada com as seguintes modificagcdes: Coeficiente de Extingao
Molar (&) para o ABTS a 420 nm, 36000 M'-cm™!, valores de volume e 15 minutos como
tempo de reacdo (At).

A unidade enzimatica internacional (1 U) usada para atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para oxidar alterar 1 pmoL de ABTS (i. e. modificar

a absorbancia medida) em 1 minuto nas condig¢des de trabalho.
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5.6.5.3 Endopeptidases

A atividade enzimatica para endopeptidases (endoproteases, EC 3.4.X) seguiu o
protocolo de Sarath et al. (1989) com caseina como substrato e modificacdes descritas por
Oliveira et al. (2024).

A caseina foi inicialmente solubilizada em solucdo de NaOH concentrado ¢
posteriormente misturada com tampao fosfato de sodio 50 mM (pH 7 + 0,5), resultando em
uma solucdo de caseina tamponada a 1%. Em seguida, 938 pL da solugdo-substrato de caseina
foi misturada com 188 pL do extrato enzimatico, incubando por 30 minutos (37° C). Apos
esse periodo, a reagdo foi interrompida com a adi¢do de 1875 pL de acido tricloroacético
(TCA) 10% a mistura, a qual ficou em repouso durante 30 minutos (37° C). Logo em seguida,
os tubos foram refrigerados por 20 minutos e centrifugados para a separagdo e descarte de
precipitados (4°C, 20 minutos e 4000 x g).

Por fim, realizou-se a medida espectrofotométrica (BEL Photonics, modelo UV-M51)
a 280 nm. O controle-branco consistiu na adi¢do do desnaturante (TCA) antes da mistura com
a solucdo-substrato: TCA, extrato enzimatico e caseina tamponada.

A obteng¢do da unidade enzimadtica internacional (1 U) para essa atividade enzimatica
consistiu na quantidade de enzima necessaria para promover a liberagdo de 1 umol de tirosina
por minuto. A tirosina ¢ um dos aminoacidos que compdem a estrutura da caseina, logo, o
aumento da absorbancia medida a 280 nm corresponde a liberagdo desse aminoécido pela

acdo das proteases na estrutura da caseina.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 INTERACAO FUNGICA AO FILME DE PEBD

A Tabela 4 detalha as interacdes entre os Ff e o material polimérico apos 15 dias de
exposicao. Esta andlise preliminar fundamentou-se na observagdo visual do crescimento
fungico sobre o filme plastico, cujas evidéncias sdo corroboradas pelos resultados analiticos

apresentados nas secdes subsequentes.

Tabela 4 - Observagdo preliminar da interagdo do fungo com o filme agarizado apos 15 dias
de incubacao a 30 °C (ver Apéndice A).

Crescimento

Fungo P
Sobre o filme Sob o filme (Agar-suporte)

ASP1 + +
ASP2 ; ]
ASP4
ASP6
ASP7

N
N
N
ASP9 +
N
N
N

RMP1
RMP3
RMP5

IBCLP20 - -
AQ2A - -
AQ3A -

IPT301

BAC
CRO4

+ o+ o+

Fonte: Autor (2026).

Legenda: Os sinais (+) e (—) indicam a ocorréncia ¢ a ndo ocorréncia de intera¢ao, respectivamente.

Os isolados ASP1, ASP4, ASP6, ASP7, ASP9, RMPS5, AQ3A, IPT301 e BAC

promoveram alteragdes visiveis no agar de suporte sob o filme de PEBD (Fig. 4). Tais
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modificagdes constituiram evidéncias qualitativas preliminares de que, apos 15 dias de
incubacdo, os microrganismos haviam interagido com o filme polimérico, atravessando-o até

atingir o meio salino.

Figura 4 - Fungos que apresentaram alteragdes macroscopicas no meio de cultura sob a
interface do filme apos 15 dias de incubagao a 30 °C.

Fonte: Autor (2026).
Legenda: Fungos a (ASP1), b (ASP4), ¢ (ASP6), d (ASP7), e (ASP9), f (RMPS5), g (AQ3A), h (IPT301) e i
(BACQ).
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A partir dos espectros FTIR foram obtidos indices de ligagcdes quimicas para
carbonilas (CI), carbonos oxigenados simples (COI) e hidroxilas (HI) (Se¢do 5.6.3)
apresentados na Figura 5. Os indices foram obtidos das areas sob as bandas de interesse
(Método SAUB) (Almond et al., 2020), diferindo do uso de nimeros de ondas especificos,
como os usados por Gowthami et al. (2023) e Sathiyabama et al. (2024) na obtengao dos
indices para as ligacdes de carbonilas de cetonas (KCI), carbonilas de ésteres (ECI), estruturas
vinilicas (VI) e duplas ligacdes internas (IDI). As duas medidas ndo alteraram as conclusdes
apresentadas neste trabalho e segundo Almond (2020) e Bertolacci (2022), a integracdo das
bandas tende a ser mais acurada e consistente que os métodos que utilizam numeros de onda
especificos para avaliar indices de oxidacao em poliolefinas. (Apéndice B e C). Esses indices
(CL, COI e HI) quando analisados de maneira integrada mostram perfis distintos de
modificacdo do PE em cultivo s6lido.

Os Ffs RMP1, RMP3 e RMP5 apresentaram os maiores indices de CI, enquanto os Ffs
IBCLP20, AQ2A e AQ3A apresentaram os maiores indices de COI. Essas medidas
concordam com a literatura que utiliza esses indices como medidas de oxidacdo do material
polimérico, por exemplo, Sathiyabama et al. (2024) que utilizaram o CI para confirmar a
participacdo de microrganismos na degradacao de PE. A preferéncia pela medida de CI se
deve a indicagao da formagdo de estruturas oxidativas mais complexas, correspondente a
oxidacdo avangada. Enquanto os indices COI e HI tendem a indicar a oxida¢do inicial das
cadeias poliméricas, diminuindo com o aumento da exposi¢do ao agente bioldgico
(Khruengsai et al., 2021; Son et al., 2024). Esses resultados demonstram, de forma semi-
quantitativa, que os tratamentos RMP1, RMP3 e RMPS5, promoveram modifica¢des oxidativas
nas cadeias de PE.

Os filmes PEBD utilizados neste estudo apresentaram as bandas ~2915 e ~2850 cm™
(vibragdes assimétrica e simétrica do grupo C—H alifatico), ~1460, 860-890 e¢ 720-730 cm™*
(ligagdes C=C, grupos metilenos, deformacdes e vibragdes de CH, respectivamente) como
bandas caracteristicas. Os espectros apresentados na Figura 6 comparam os Ff com os maiores
indices de CI, COI e HI com filme de PE virgem (controle) e as principais modificagdes nas

estruturas dos filmes poliméricos tratados sao descritas na Tabela 5.
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Figura 5 - Indices oxidativos (IO) obtidos por espectroscopia no infravermelho (FTIR) em fung¢do da composi¢do dos filmes apds exposigdo

fingica.

Fonte: Autor (2026).

l »

Legenda: CI (indice de carbonilas, C=0), COI (indice de carbonos oxigenados simples, C-O) e HI (indice de hidroxilas, O-H).
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Figura 6 - Espectros de absor¢@o no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), normalizados, obtidos no intervalo de 4000-500 cm™.
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Tabela 5 - Descricao das principais modificagdes quimicas superficiais em filmes de PEBD

expostos a fungos filamentosos (Ff) identificadas por espectroscopia de infravermelho (FTIR).

Regido (cm™)

Atribuicdo Quimica

Vibragoes de alguns grupos hidroxila, correspondente a um

ruido do controle, os tratamentos apresentaram aumento de

3950 — 3550 intensidade. Em particular, o tratamento com o fungo RMP5
apresentou uma ligeira banda em ~3730 cm™! indicando
hidroxilas livres.
Carbonos oxigenados simples, alcoois, OH formadas a partir
3040 — 3530 de 4cidos carboxilicos (sinais de formagado de grupos
oxigenados), agua ou residuos proteicos.
2980 Ligeira formagao sem atribui¢do quimica descrita.
2915 e 2850 Estiramento de bandas caracteristicas do PE.
2330 -2370 Ligacdes triplas C=C e/ou carbonilas (O=C=0).
1730 - 1760 Carbonilas de ésteres e cetonas, aldeidos, dcidos conjugados
ou anidridos.
1600 — 1670 C=C terminais e/ou amidas, N=0.
1500 — 1580 C=C e alguns aromaticos.
950 _ 1380 Formacao de bandas distintas em ~1380, ~1240, ~1140,
~1060 e ~950, N/A.
Sinais indicando estruturas semelhantes a éteres (C—O—C),
920 - 1180 alcoois (OH), alcenos (CH=CH), acidos carboxilicos e/ou
residuos de biomassa fungica.
~870 e ~725 Estiramento de bandas caracteristicas do PE.
790 — 840 Ligeira formagao sem atribui¢do quimica descrita.
670 — 680 Ligeira formagao sem atribui¢ao quimica descrita.

Fonte: (2026).
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Os outros tratamentos apresentaram modificacdes similares como o estiramento em
2980 cm™, formagdao de bandas entre 900-1500 cm™ ou perda de intensidade de picos
caracteristicos do PE controle.

A interpretacdo das modificacdes descrita na Tabela 5 utilizou a literatura de
degradacdo de PEBD por Ff (El-Sayed; Rabie; Hamed, 2021; Khruengsai; Sripahco;
Pripdeevech, 2021; Perera et al., 2022; Chaudhary et al., 2023; Perera et al., 2023; Wrobel et
al., 2023; Khampratueng; Rice; Anal, 2024; Safdar et al., 2024; Yang et al., 2024), os quais,
relacionaram a formagdo dos grupos oxidativos a degradacdo enzimatica do substrato
polimérico. Além disso, alteragdes nas bandas caracteristicas do PE sugerem a existéncia de
modifica¢des na estrutura de C-H do polimero, por exemplo, por¢des amorfas do substrato.
Em consonancia com a literatura, o estudo de Zhang et al. (2020) utilizando o Ff A. flavus
reforgou que o aparecimento de hidroxilas, carbonilas e éteres sdo indicadores qualitativos de
bio-oxidacao durante o processo de decomposi¢ao. De modo analogo, o estudo de Spina et al.
(2021) com diferentes fungos (F. oxysporum, T. brevicompactum, P. lilacinum ¢ F. falciforme)
atribuiu o aparecimento de carbonilas nos espectros de PEBD a agdo de peroxidases,
corroborando as modificagdes observadas. Ao mesmo tempo, alguns picos que ainda estariam
em formagio (por exemplo, 3040-3530 cm ') nos espectros obtidos podem ser explicados
pelo tempo relativamente curto do cultivo utilizado para a selecdo da degradagao do filme (15
dias, Se¢do 3.3.2). Esse periodo ¢ menor do que o utilizado em estudos da literatura (30-90
dias) e tais bandas podem se tornar evidentes apenas em etapas posteriores do processo de
degradacdo (Gong et al., 2023; Khan; Ali; Ali, 2023).

Este ensaio da selecao, que avaliou a interagcdo de cada Ff cultivado sobre um filme de
PEBD, possui semelhangas com os estudos conduzidos por Bertolacci et al. (2022), Harrat et
al. (2022) e Maisto et al. (2024), os quais classificam esse tipo de cultivo como uma forma de
biodegradagdo em meio solido. Assim, o presente trabalho empregou a interagdo entre a
cultura fungica e o filme de polietileno como um ensaio de biodegradacdo prévio. E com base
nos resultados obtidos a partir dos filmes oxidados, incluindo alteragdes visiveis no agar de
suporte, indices quimicos e as estruturas oxidativas reveladas pelos espectros FTIR, os fungos
ASP1, RMP1, RMP3, RMP5, RMP3, IBCLP20, AQ2A, AQ3A e BAC foram identificados
como potenciais candidatos para a etapa de validagdo da degradagdao em cultivo liquido.
Entretanto, a fim de conceder maior robustez a escolha do decompositor fungico, os dados
qualitativos e semi-quantitativos desse ensaio de biodegradagdo preliminar foram integrados

as informagdes obtidas no ensaio da sele¢do para prospeccdo enzimatica (Se¢do 3.3.3).
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6.2 INDICE DE POTENCIAL ENZIMATICO PARA LACASES

O segundo ensaio na selecdo consistiu no cultivo de cada Ff em &gar salino com
restricdo de carbono (MMSC) contendo guaiacol e pPs de PE como indutores de atividade
lacésica (Sec¢do 5.3.3). Os valores de indice enzimatico obtidos a partir das medi¢des sao

descritos na Tabela 6 e os halos de coloragdo fotografados podem ser observados na Figura 7.

Tabela 6 - Indices qualitativos obtidos a partir da formagdo de halos como medida de

potencial enzimatico para oxiredutases.

Fungo Qualidade do Halo Indice Enzimatico
ASP1 + -
ASP2 + -
ASP4 +++ 1,259 +0,155%
ASP6 - -
ASP7 + -
ASP9 +++ 1,176 + 0,048*
RMP1 4+ 0,772 + 0,028"
RMP3 - -
RMP5 +++ 1,260 +0,1242
IBCLP20 - -
AQ2A - -
AQ3A + -
IPT301 + -
BAC ++ 0,691 +0,078°
CR0O4 ++ 0,690 + 0,068°

Fonte: Autor (2026).

Legenda: Halo inexistente (-); halo fraco (+); halo moderado (++) e halo forte (+++). Classificagdo adaptada de
Zajc et al. (2019) e Tsagain et al. (2022). **Comparagdo das médias de atividade enzimatica entre isolados
fangicos pelo teste de Tukey (p < 0,05). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

O guaiacol, um composto fendlico derivado da lignina, ¢ amplamente utilizado como
um dos substratos padrdes para deteccdo de lacases, uma vez que essas enzimas oxidam a

estrutura fenolica, formando produtos coloridos visiveis no meio de cultura (Kiiskinen; Ratto;
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Kruus, 2004; Viswanath et al., 2008). Ainda assim, o guaiacol também pode ser oxidado por
outras enzimas, como observado por Tsigain et al. (2022), que utilizaram guaiacol e tintura de
guaiaco como reagentes ndo especificos para fenoloxidases, acoplando outros ensaios de
coloragdo especificos para lacases, tirosinases e peroxidases para complementar a triagem de
fungos com capacidade enzimatica lignolitica (por exemplo, [+naftol, seringaldazina, P-cresol
e H>O, com pirogalol). Assim, a presenga de halo no ensaio sdlido indica a atividade de
fenoloxidases, incluindo lacases, mas nao exclui a agcdo de outras oxirredutases. Estas outras
atividades enzimaticas especificas foram avaliadas nos ensaios subsequentes em cultivo
liquido (Seg¢do 3.6.5).

A escolha da atividade enzimatica lacasica, representando o grupo das oxirredutases,
por meio da oxidagdo do guaiacol e formagao de zona de coloragdo, baseia-se em evidéncias
das diversas pesquisas sobre degradacdo de polietileno que relatam a participagdo dessas
enzimas na oxidagao das cadeias poliméricas de polietileno durante o cultivo fingico (Tabela
1). Trabalhos recentes, como os de Sathiyabama et al. (2024) e Aiduang et al. (2025),
empregaram ensaios semelhantes de detec¢do de enzimas (hidrolases, lacases, LiP ¢ MnP)
para a triagem de fungos filamentosos com potencial decompositor de polietilenos.

O presente trabalho adotou um periodo de incubacao de quatro dias para o ensaio de
atividade lacasica. Esse método, de carater semi-quantitativo, baseia-se na formagao do halo
rubro como indicativo da agao de oxirredutases no meio de cultura (Coll et al., 1993; Bhelose;
Malik, 2024). Considerando que diferentes periodos de incubagdo sdo relatados na literatura
para medicdes de halos enzimaticos de oxirredutases ou hidrolases, variando de 3 a 14 dias, a
escolha de um tempo reduzido neste estudo teve como objetivo associar a resposta
colorimétrica do ensaio a adaptacdo inicial dos fungos ao meio indutor da atividade. Nesse
contexto, a interpretagdo dos resultados ndo se limita ao valor absoluto do indice enzimaético,
mas também a identificacdo de quais isolados apresentam atividade detectavel precocemente,
reconhecendo que isolados que ndo respondem neste periodo podem apresentar niveis
similares em medigdes posteriores (Gaur ef al., 2018; Aiduang et al., 2025).

Os fungos ASP4, ASP9, RMP1, RMP5, BAC e CR04 apresentaram halos moderados
a fortes apos 4 dias de incubagdo (Fig. 7). Entre eles, RMP5 (1,260 + 0,124) e ASP4 (1,259 +
0,155) exibiram os maiores indices enzimaticos (Tabela 5). Esse potencial oxidativo,
associado a atividade de lacases, pode servir como indicador complementar na escolha de
fungos com potencial decompositor de polietileno, especialmente quando considerado em

conjunto com os resultados de biodegradagdo preliminar (Se¢do 4.1). As oxirredutases, como
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as lacases, sdo amplamente reconhecidas por sua participagdo na degradagdao de lignina e
também pela capacidade de oxidar cadeias de polietileno, sendo frequentemente monitoradas
em cultivos fingicos voltados a otimizagdo de processos de degradacao (Tabela 1) (Temporiti

etal., 2022).
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Figura 7 - Halos de coloragdo formados pela acdo de Ffs em meio seletivo MMSC contendo

guaiacol e pPs de PEBD apos o periodo de incubagao.

Fonte: Autor (2026).

Legenda: Os fungos utilizados neste trabalho seguindo a seguinte ordem: a (ASP1), b (ASP2), ¢ (ASP4), d
(ASPO6), e (ASP), f (ASP9), g (RMP1), h (RMP3), i (RMP5), i (IBCLP20), k (AQ2A), 1 (AQ3A), m (IPT301), n
(BAC) e p (CR04) com seus halos enzimaticos apos 4 dias (30°C).
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O fungo RMP5 (Fig. 8) apresentou crescimento micelial através do filme de PE,
indicando colonizagdo efetiva do polimero. A oxidacdo da matriz foi confirmada por FTIR
através da elevagdo do indice de carbonila, enquanto o potencial degradativo foi refor¢ado
pelo expressivo indice enzimatico lacésico em meio solido. Diante desse desempenho, o Ff
RMPS5 foi o isolado selecionado para os cultivos em meio liquido, visando quantificar a

degradacdo em 30 dias e elucidar os mecanismos enzimaticos associados.

Figura 8 - Crescimento do fungo filamentoso RMP5 em meio batata dextrose dgar (BDA)

apo6s 7 dias de incubagao.

Fonte: Autor (2026).

Dessa forma, o isolado RMPS5 se destacou por apresentar crescimento micelial tanto na
superficie quanto sob o filme de PEBD, o que indicou uma interagdo preliminar direta com o
substrato. As analises de espectroscopia no infravermelho (FTIR) evidenciaram alteragdes
quimicas na matriz polimérica, com elevagdo do indice de carbonila, sugerindo a ocorréncia
de processos oxidativos. Adicionalmente, o Ff RPMS5 apresentou um elevado indice
enzimatico lacdsico em meio so6lido. Tais resultados justificaram a selecdo do RMP5 entre as
culturas estudadas para a avaliagdo em meio liquido, visando analisar a degradacao

prolongada (30 dias) e os mecanismos enzimaticos envolvidos.
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6.3 ENSAIOS DE BIODEGRADACAO EM MEIO LIQUIDO

O fungo filamentoso RMP5 (Fig. 8) foi selecionado como um potencial agente de
biodegradacao de PEBD a partir dos resultados promissores obtidos nas etapas de selecdo em
meio solido (Segoes 6.1 e 6.2). E a fim de validar a correlacao entre a biodegradacao do
polimero e a secre¢cdo de enzimas oxirredutoras, assim como, avaliar sua eficiéncia
decompositora, o isolado fingico foi submetido a cultivos em meio minimo por um periodo
de 28 dias (Se¢do 5.5).

As metodologias utilizadas para recuperar os pPs e filmes de PEDB residuais
correspondem a procedimentos recentes dentro da literatura de biodegradag¢ao de PEs (Se¢do
3.6.1), ainda assim, percebeu-se que suas aplicacdes ainda correspondem a uma lacuna
importante para os ensaios de degradagdo, isto ¢, a perda de massa microplastica durante o
processo de recuperagdo e a separacao do plastico residual da biomassa fungica (Montazer;
Najafi; Levin, 2020). E por isso, tais desafios direcionaram esforgos para a quantificagao da
perda de massa percentual de pléstico ao final do processo (T28). Dito isso, obtivemos uma
perda de massa de 21,962 + 3,761 % para o cultivo que utilizou uPs de PEBD (X 355 pm)
como substrato e cerca de 1,147 £+ 0,162 % para o cultivo com filmes de PEBD (2 x 2 cm)
apo6s 28 dias de cultivo de degradagao.

As perdas de massa plastica observadas neste trabalho mostram-se promissoras
quando comparadas a estudos recentes de biodegradagdo fungica (Chaudhary et al., 2023;
Morales Ramos et al., 2024; Kong et al., 2025). De modo geral, valores elevados de redugao
de massa na literatura estdo associados a periodos prolongados de cultivo, isto €, exposi¢ao ao
agente microbiano, tanto para filmes quanto para puPs. Gajendiran ef al. (2016) relataram uma
perda de 35 % em filmes de PEBD (2 x 2 cm) apds 90 dias utilizando uma cepa de
Aspergillus clavatus. Em condi¢des semelhantes, Abraham et al. (2017) descreveram 4,9 %
de degradacdo para Aspergillus nomius, valor proximo aos 4,25 + 1,67 % obtidos por Rojas-
Villacorta et al. (2025) apés 50 dias em microcultivos de PEBD (1 x 5 cm) com A. niger.
Outros estudos, como o de Elsamahy et al. (2023), reportaram valores superiores a 10 % para
filmes de PEBD (2,5 % 2,5 cm), com destaque para Sterigmatomyces halophilus, que atingiu
18,6 % de reducdo de massa. Embora ndo seja possivel extrapolar a relagdo entre perda de
massa e tempo de cultivo, conforme demonstrado por Mohan ¢ Hamid (2026) e Saira et al.
(2022), que observaram redugdes em torno de 20 % em apenas 30 dias de cultivo para filmes

de PEBD (2 x 2 cm) utilizando A. fumigatus e A. niger, respectivamente. Além disso, Perera
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et al. (2022) que descreveram redugdes maiores que 10 % para somente 6 dos 31 fungos
associados a liquens de manguezais, enquanto o restante ndo passou de 0,28 + 0,17 % apos
de 21 dias de cultivo salino (filmes de PEBD, 10 cm X 3 cm); ainda assim, ao se considerar
especificamente o intervalo de 28 a 30 dias, periodo empregado no presente estudo, os valores
de degradagao relatados tendem a ser menores. Por exemplo, Gong et al. (2023) reportaram
apenas 0,3 + 0,06 % de perda de massa em filmes de PEBD (3 x 3 cm) nao tratados e 0,43 +
0,01 % para filmes tratados termicamente, utilizando Cladosporium sp. como agente
decompositor; enquanto Yang et al. (2024) obtiveram 0,66 + 0,06 % utilizando uma co-
cultura de Alternaria sp. e Trametes sp., mesmo com aplicagao de pré-tratamento térmico
aplicado aos filmes; em outro exemplo, Aiduang et al. (2025) obtiveram uma reducdo de
1,182 + 0.239 % da massa de filmes de polietileno linear de baixa densidade (PLBD)
utilizando Schizophyllum commune ap6s 30 dias.

Ademais, a literatura de biodegradacao tende a conceder énfase a reducdo de massa
final, sem tecer comentarios sobre o tempo utilizado para tais valores. Khrugensai et al.
(2021), Khrugensai et al. (2022) e Ojha et al. (2017) sdo exemplos de trabalhos que sdo
citados com alta reducdo apds 90 dias, embora, seus resultados apresentem valores
semelhantes aos encontrados neste trabalho (10 - 20 %) com 30 dias de cultivo. Outros
exemplos de tempos prolongados sdao El-Sayed, Rabiel ¢ Hamed (2021) acompanharam
cultivos de 4. carbonarius, A. fumigatus e sua co-cultura durante 120 dias visando a
degradacgdo de filmes de PEBD (2 x 2 cm), porém, descreveram apenas 7 % de redugdo de
massa como resultado do melhor pré-tratamento, PEBD tratado termicamente; e, Zhang et al.
(2026) que para duas cepas de Aspergillus sp. diferentes descreveram 7 - 10 % e 6 - 9 % de
reducdo apds 120 dias, respectivamente. Nesse contexto, a eficiéncia do isolado RMP5
destaca-se como promissora, sobretudo por apresentar atividade significativa sobre filmes de
polietileno ndo tratado em um periodo experimental reduzido.

Quanto a reducao da massa microplastica, Shazia et al. (2022) descreveram 38.82 =+
1,08 % de perda de massa apos 90 dias para particulas de PEBD (51 pm) utilizando
Penicillium citrinum. Da mesma forma, Seenivasagan, Karthika e Poonkuzhali (2022)
descreveram valores acima de 40 % de reducdo apos 60 dias para pPs tratados com cepas de
Aspergillus sp. ou Rhizopus oryzae. Porém, geralmente, os valores descritos para 28-30 dias
s30 menores para ensaios com cepa unica. E enquanto Arshad ez al. (2025) conseguiu redugdo
maior que 50 % a partir de um consoércio fungico apds 30 dias; Ramanayake et al. (2024)

conseguiram 6 % de redugdo para filmes e 13 % de reducdo para pPs, aproximadamente, em
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cultivo com Talaromyces purpureogenus apds 30 dias. Omidoyin et al. (2025) conseguiram
5,25 % de reducdo da massa de puPs apos 30 dias com uma cepa de Penicillium sp. € em sua
discussdo, somente o trabalho de Das ef al. (2018) conseguiram um valor acima de 10 %, a
saber, 13 % com Fusarium sp. ap6s 60 dias. Ao mesmo tempo, citamos o trabalho anterior de
nosso grupo de pesquisa que descreveu um valor semelhante ao encontrado por esse trabalho
para Penicillium crisogenum (21 %) ainda que o cultivo com Aspergillus sp. tenha
apresentado um valor maior (47 %) no mesmo estudo ap6s 30 dias (Aguiar ef al., 2024). Em
conjunto, esses resultados permitem classificar o Ff RMP5 como um decompositor eficiente
de uPs de PEBD, uma vez que promoveu a redu¢do de aproximadamente um quarto da massa
pléstica inicial em apenas 28 dias de cultivo.

Quanto ao contraste observado nas reducdes de massa plastica entre puPs e filmes, esse
comportamento também foi relatado nos poucos estudos que utilizaram diferentes geometrias
do substrato, isto ¢, formato e/ou dimensdes, como no trabalho de Ramanayake et al. (2024).
Contudo, a discussao desses autores restringiu-se somente a influéncia dos pré-tratamentos
aplicados ao plastico antes da degradacdo. No presente estudo, os polietilenos (1Ps ou filmes)
ndo foram submetidos a pré-tratamentos, de modo que a geometria do substrato pode ter
influenciado de forma significativa tanto o metabolismo fungico quanto a eficiéncia da agao
enzimatica sobre o material polimérico. Essa hipdtese ¢ corroborada por Pérez-Garcia et al.
(2025), ao destacarem que a relacdo entre o tamanho das particulas e a area superficial
constitui um dos fatores determinantes para a degradacdo de materiais plasticos.

O presente trabalho realizou duas cinéticas de cultivo de 28 dias, retirando amostras
para os ensaios enzimaticos a cada 4 dias. A literatura de degradacao fingica de polietilenos
tendeu a aumentar a amostragem nos Ultimos anos, embora, continue a realizar longos
cultivos (60 - 120 dias); isto ¢, geralmente, retiram amostras a cada 7 ou 10 dias, talvez,
priorizando a reducao de massa plastica ao tempo (Chaturverdi et al., 2024; Omidoyin et al.,
2025; Mohan; Hamid, 2026). Neste trabalho, o desenho experimental visou enfatizar o
metabolismo extracelular a partir das enzimas analisadas (lacases, peroxidases totais,
tirosinases e proteases) e de alguma forma, contribuir para a redu¢do dos tempos de cultivo de
degradacdo, direcionando para um futuro processo de remediacdo industrialmente viavel
(Sutkar et al., 2023; Ciuffi; Fratini; Rosi, 2024).

Dentre as enzimas escolhidas para verificagdo analitica no processo, as lacases e as

peroxidases destacam-se como os principais marcadores metabolicos analisados nos cultivos
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de degradacdao de polietilenos (Tabela 1). E ao compararmos essas atividades nos dois

cultivos ambas apresentaram comportamentos significativamente diferentes (Fig. 9 e 10).



Figura 9 - Monitoramento da atividade enzimatica para lacases em cultivos que utilizaram PEBD como substrato durante 28 dias, Ff RMP5.
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Figura 10 - Monitoramento da atividade enzimadtica para peroxidases totais em cultivos que utilizaram PEBD como substrato durante 28 dias, Ff

RMPS.
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No cultivo contendo pPs, a secrecdo de peroxidases apresentou um pico precoce nos
primeiros 4 dias (0,0648 + 0,0062 U/mL). Essa atividade se manteve instavel, porém, elevada,
durante a maior parte do processo, com exce¢do do intervalo entre o 12° e o 16° dia. Neste
periodo, ocorreu uma queda abrupta na atividade peroxidasica, coincidindo precisamente com
a unica detecgao de lacases registrada para este substrato (0,0062 + 0,0024 U/mL), seguido de
restabelecimento dos niveis de peroxidases no 20° dia.

Este perfil diverge do observado no cultivo que utilizou filmes de PEBD como
substrato carbonico. Neste outro cenario, ambas as atividades enzimaticas manifestaram-se
nos primeiros 8 dias de incubagdo embora em niveis consideravelmente inferiores.
Posteriormente, o isolado RMPS5 passou a secretar predominantemente lacases, atingindo a
atividade maxima de 0,0313 + 0,0023 U/mL no 20° dia. O ciclo encerra-se no 28° dia com o
reaparecimento de ambas as atividades, acompanhado por uma reducdo na producdo de
lacases.

Apesar das especificidades de cada cultivo fungico, isto ¢, meio de cultura, isolado,
condi¢des e substrato, ainda assim, o presente trabalho consegue estabelecer paralelos com a
literatura recente de degradagao de polietilenos por Ffs, a qual relaciona atividade enzimatica,
especialmente oxirredutases com a degradagao do substrato plastico (Perera et al. 2022;
Omidoyin et al., 2025). O aumento continuo da atividade de lacases no cultivo com filmes,
por exemplo, corrobora os achados de Yang et al (2024). Da mesma forma, a literatura
descreve sinergia entre lacases e peroxidases em cultivos de Trichoderma harzianum, cepas
de Fusarium e Penicillium (Sownya et al., 2014, 2015; Arshad et al., 2025; Omidoyin et al.,
2025). Entretanto, tais autores relataram picos de atividade tardios, com valores inferiores a
0,01 U/mL apo6s 12 semanas de cultivo. Em contraste, o fungo RMP5 demonstrou uma
resposta metabolica significativamente mais rapida e vigorosa ao substrato polimérico.

A preferéncia pela via peroxidasica observada no cultivo contendo puPs também
encontra respaldo em Sathiyabama et al. (2024), que descreveram atividades de MnP e LiP
dez vezes superiores a atividade para lacases em um cultivo de 7 dias. Além disso, os
resultados apresentados por Perera et al. (2023) destacam a predominancia da atividade
peroxidasica apds 45 dias em diversos fungos, encontrando valores de atividades proximos
aos descritos neste trabalho.

Os resultados obtidos com o isolado RMP5 podem ser considerados notaveis quando
relacionamos com a perda de material pléstica. Pois, embora trabalhos como o de Khruengsai,

Sripahco e Pripdeevech (2022) apresentem valores de atividade lacésica superiores a 5 U/mL
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em cultivos com Ff (N. phangngaensis), a perda de massa ap6s 30 dias de cultivo ficou
proxima a encontrada neste estudo. De maneira semelhante, podemos comparar com o
trabalho de Perera et al. (2022) que relacionaram a reducdo de 15% da massa plastica a
atividades hidroliticas e oxidativas inferiores a 0,01 U/mL. Desse modo, reafirmamos a
relevancia da agdo biologica precoce sobre o polimero como uma caracteristica importante
para a viabilidade de futuros bioprocessos industriais.

Quanto ao intervalo de supressdo da atividade peroxidasica no cultivo microplastico,
podemos relacionar com a acentuada acidificagdo do meio de cultivo, geralmente associada a
acdo de peroxidases e a formagao de produtos da degradagdo, como acidos organicos (Khan;
Ali; Ali, 2021; Perera et al., 2023; Jin et al., 2023; Kong et al., 2025). No cultivo utilizando
uPs, o pico de peroxidases ocorre nos primeiros quatro dias seguido pelo pico de tirosinases
no oitavo dia, refletindo no pH que de neutro (7,02 =+ 0,19) cai para acido (5,70 £ 0,28). A
acidificacdo do meio continua a acontecer em paralelo com a secregao de
peroxidases/tirosinases até o 12° dia, quando atinge o pH extremo de 3,33 = 0,01. Apo6s o 12°
dia, ocorre uma resposta lacésica e alteragdes no comportamento de tirosinases e proteases, as
quais podem estar relacionadas a regulagdo metabodlica for¢ada pelo pH extremo, visto que o
pico de proteases coincide com os menores valores de pH para ambos os cultivos.

O cultivo com filmes de PEBD apresentou acidificacdo do meio de cultura nos
primeiros 12 dias, refletindo a secre¢do de lacases e peroxidases pelo Ff. Embora com uma
amplitude menor quando comparada com o cultivo com pPs (4,40 + 0,038). Essa amplitude
reduzida pode ser explicada pela atividade de lacases e peroxidases secretadas pelo Ff ser
consideravelmente menor que as encontradas durante o cultivo com uPs.

Poderiamos, portanto, vir a inferir uma possivel preferéncia metabodlica do Ff causada
pela geometria do substrato, isto ¢, 0 mecanismo oxidativo utilizado pelo fungo para degradar
o material pode depender da razdo entre a area superficial e o volume desse substrato.
Entretanto, o comportamento metabolico que ocorre em ambos os cultivos, principalmente,
entre 0 4° e o 16° dia, tende a também sofrer influéncia do pH no meio. Por exemplo,
alterando condicdes de funcionamento das enzimas, como na queda abrupta da atividade de
peroxidases no cultivo ou contribuindo para alteragdes quimicas no material plastico.

Além disso, convém refletir se a “janela de regulacao metabolica” entre os 12 - 16 dias
possuem o mesmo proposito dentro da dindmica dos cultivos. Pois, enquanto no cultivo de
uPs, essa regulacdo parece ocorrer para reduzir o estresse causado pela acidificacdo extrema,

presenca de radicais livres e manter o minimo da maquinaria de biodegrada¢do ainda em
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funcionamento, como apontam Arshad et al. (2025); a regulagdo do cultivo com filmes
indicaria uma escolha metabdlica, isto €, a secre¢ao de lacases pelo Ff, a qual atinge o seu
maior valor apds essa série de alteragdes no meio de cultura no 20° dia.

Segundo Kong et al. (2025), a biodegradacdo do polietileno configura-se como um
processo complexo, ao passo que Jin et al. (2023) afirmam que tal fendmeno ainda carece de
informacgoes detalhadas sobre a dinamica enzimatica que atua diretamente sobre o material
polimérico e os subprodutos de degradacdo. Entretanto, ambos concordam com Han ef al.
(2024) que, embora os mecanismos de degradacdo sugeridos na literatura ainda sejam
incompletos e insatisfatorios, a utilizagdo recente das ciéncias Omicas tem auxiliado na
confirmacdo da presenca de diferentes enzimas no ambiente de degradacdo, além daquelas
enzimas tradicionalmente descritas como participando diretamente do processo de degradagao,
como as alcano-monooxigenases, lacases e peroxidases (representantes das oxirredutases) e as
cutinases, esterases e lipases (representantes das hidrolases). Exemplos disso sdo enzimas
como as oxidases multicobre (LCMOs), oxigenases, fenolases e proteases, que atuariam em
conjunto com as outras oxirredutases e hidrolases. Ainda assim, tentativas de quantifica¢do da
atividade enzimatica dessas enzimas ainda foram relatadas na literatura recente.

As tirosinases sdo enzimas da classe das oxidorredutases e incluidas no grupo das
fenoloxidases/polifenoloxidases. E diferente das lacases que possuem um centro com trés
moléculas de cobre, catalisando reagdes menos especificas; as tirosinases possuem somente
duas moléculas de cobre e atuam prioritariamente sobre estruturas fenolicas. Estes dois cobres
destas monooxigenases estdo envolvidos nas duas atividades dessas enzimas:
monofenolase/cresolase (hidroxilagao de monofendis em difenois) e
dihidroxifenolase/catecolase (oxida¢do de difendis em quinonas) (Maamoun et al., 2021;
Khan et al., 2023). Apesar da dependéncia de substratos fenolicos, a proximidade de suas
caracteristicas com o grupo de enzimas estudado e o ensaio de quantificacdo relativamente
simples e barato justificaram a sua escolha como uma representante para outras enzimas
oxidativas auxiliares.

Dito isso, ndo foram encontrados trabalhos descrevendo experimentalmente a
atividade de tirosinases ou proteases na literatura recente associadas a biodegradagao
bacteriana ou fungica de polietilenos (Tabela 1 e outros trabalhos citados neste estudo). E por
1ss0, o presente trabalho se insere em uma lacuna relevante no estado da técnica. Pois, a

atividade das tirosinases, assim como, a atividade enzimdtica para proteases superou
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significativamente as atividades encontradas para lacases e peroxidases, cerca de 100 ¢ 200
vezes mais, respectivamente (Figuras 11 e 13).

A atividade de tirosinases se manteve presente durante as duas cinéticas, no entanto,
apresentou uma atividade média de 0,5059 £ 0,0565 U/mL no cultivo com filmes de PEBD,
enquanto no cultivo com pPs atingiu uma atividade maxima de 3,698 + 0,167 U/mL apds 8
dias de cultivo e uma atividade média de 1,4526 + 0,0877 U/mL durante todo esse cultivo.
Esses resultados podem indicar que as tirosinases atuam expressivamente na degradacgao desse
substrato, assim como, uma afinidade com a atividade das peroxidases e/ou sua secre¢do
esteja relacionada ao estresse fingico, pois, o pico de tirosinases sucedeu temporalmente o
pico das peroxidases (8° dia), mas, retorna a média do cultivo apos o 16° dia.

Vale ressaltar que enzimas de grupos analogos, como alcano hidroxilases e alcano
monooxigenases, sdo descritas como essenciais no processo de mineralizagao. Por essa razdo,
a literatura recente tende a apontar semelhangas entre a decomposi¢ao de poliolefinas e de
alcanos maiores; ou seja, seus produtos primarios sao geralmente alcanos menores que, sob
oxidacdes sucessivas, originam aldeidos, 4lcoois, &cidos carboxilicos e cetonas.
Posteriormente,esses compostos sdo encaminhados para a f-oxidagdo, gerando intermediarios
que se integram ao ciclo de Krebs (Lv et al., 2024; Sridhar et al, 2024; Khatua;
Simal-Gandara; Acharya, 2024; Arshad et al., 2025; Zhang et al., 2026).

Além disso, a presenga dessas enzimas pode ser inferida como uma das responséaveis
pelo escurecimento do meio de cultivo (Fig. 12), pois, geralmente, as quinonas produzidas
pela atividade das tirosinases sdo substrato para a sintese de melaninas (Vazquez-Lima et al.,
2025).

A literatura sobre o papel das proteases as associa a outras hidrolases na modificacdo
da superficie polimérica e consequente reducdo da hidrofobicidade, o que facilita a adesdo
microbiana € a a¢do enzimdtica sobre as cadeias poliméricas (Othman et al, 2021;
Golmohammadi et al., 2023). Porém, o procedimento utilizado para a quantificagdo neste
trabalho seguiu uma variagdo de Sarath (1989) que avalia a atividade de endopeptidases. E
por isso, os resultados apresentados na Figura 13, podem ser interpretados além da
confirmacdo de enzimas semelhantes a essas na cascata de modificagdo da superficie
polimérica e revelar mais informagdes sobre a dindmica enzimatica no processo de

degradacao plastica.



Figura 11 - Monitoramento da atividade enzimatica para tirosinases em cultivos que utilizaram PEBD como substrato durante 28 dias.
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Figura 12 - Comparagao entre o controle abiotico e frasco-amostra da cinética com pPs.

Fonte: Autor (2026).
Legenda: Aspecto visual dos frascos evidenciando (a) a direita, o controle abidtico e (b) a esquerda, o frasco-

amostra apos 28 dias de cultivo.

As atividades maximas medidas para endopeptidases durante as cinéticas foram muito
proximas: 6,826 + 0,125 U/mL para pPs e 6,664 = 0,2803 U/mL para os filmes. Dentre as
enzimas analisadas, tais valores figuram como as maiores atividades enzimaticas dos cultivos
de biodegradacdo de PEBD utilizando o Ff RMPS5. Os picos de atividade ocorreram em
momentos diferentes. Isto €, enquanto a secrecdo de proteases atingiu o valor maximo nos
primeiros 8 dias do cultivo com pPs, em sincronia com o pico de tirosinases, seguida de queda
e retomada no 28° dia; no cultivo com filmes de PEBD, o dpice ocorreu por volta 12° dia, em
paralelo a secrecdo de lacases, entrando em declinio pelo resto do cultivo.

Ao relacionarmos com a argumentacdo desenvolvida para as outras enzimas
analisadas, as proteases secretadas pelo Ff podem estar relacionadas principalmente com a
adaptacdo metabolica ao substrato recalcitrante, ou seja, atuando na reciclagem de nutrientes;
tanto para elementos provenientes do meio de cultivo e biomassa, por exemplo, nitrogénio e
fosforo de enzimas extracelulares, quanto do carbono obtido a partir da degradagdo do
polietileno. Poderiamos, também, considerar a secrecdao de proteases pelo Ff como um
mecanismo paralelo e integrado a secrecao de oxirredutases, a fim contornar o ambiente

estressante.
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Figura 13 - Monitoramento da atividade enzimatica para endoproteases em cultivos que utilizaram PEBD como substrato durante 28 dias.
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Quanto aos efeitos das enzimas sobre o substrato plastico, as Figuras 14 e 15
apresentam os espectros de absorc¢ao no infravermelho (FTIR) e os indices oxidativos obtidos
a partir deles para o cultivo com pPs de polietileno.

Observou-se alteragdes semelhantes as encontradas anteriormente nos diferentes
tratamentos fungicos em meio so6lido (Tabela 5), entretanto, podemos observar o
desenvolvimento dessas modificagcdes no material polimérico. Por exemplo, a formagao de
bandas entre 800 - 1400 cm™! nos primeiros dias do cultivo, regido associada a éteres, acidos
carboxilicos e estruturas aromaticas; a formagdo de banda entre 3000 - 3500 cm! a partir do
8° dia, regido associada a acidos carboxilicos e hidroxilas; ambas, perdem intensidade ao
longo do cultivo, indicando possivel agdo metabolica ao longo. Ao mesmo tempo, regides que
caracterizam estruturas quimicas do PEBD, por exemplo, bandas entre 2900 - 2800 cm™ que
correspondem a vibragdes assimétricas e simétricas do grupo C-H alifaticos ou, a regido
proxima a 1500 cm™ que corresponde a deformagdes e/ou vibragdes de CH: apresentaram
perda significativa de intensidade, indicando modificagdes e possiveis reorganizagdes na
estrutura de hidrocarboneto, especialmente nos tltimos 4 dias.

Aos espectros, associaram-se os indices de oxidacdo (Fig. 15), conforme realizado na
etapa de selecdo, visto que esses parametros permitem avaliar a atividade decompositora tanto
pela magnitude dos valores quanto pelas estruturas quimicas geradas. Para esse proposito,
Ojha et al. (2017) e Khruengsai, Sripahco e Pripdeevech (2022) relataram valores elevados de
indice de carbonila (IC) apos 30 dias de cultivo, seguidos de reducdo aos 60 e 120 dias,
optando-se, portanto, pelos isolados flngicos que apresentaram atividades mais consistentes.
Entretanto, utilizamos esses indices oxidativos com o propdsito de monitorar e relacionar
alteragdes no material polimérico com o metabolismo microbiano.

A partir dos resultados na Figura 15, observa-se que o indice de carbonos oxigenados
simples (COI) acompanha diretamente o perfil da atividade das peroxidases nos primeiros 12
dias, sugerindo a formagao de estruturas como éteres, ésteres e peroxidos. Paralelamente, os
indices de carbonila (CI) e de hidroxilas (HI) manifestam-se desde os dias iniciais, embora
com valores inferiores. Apos a regulagdo metabolica evidenciada pelas atividades enzimaticas,
todos os indices oxidativos declinam, tendendo a zero nos ultimos quatro dias de cultivo.

Os resultados de espectroscopia e microscopia eletronica de varredura para a
caracterizacdo dos filmes ndo serdo descritos neste trabalho, visto que contratempos

impediram a adi¢@o desses resultados e sua discussao em tempo habil.
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Figura 14 - Espectros de absor¢do no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) obtidos no intervalo de 4000—500 cm™ para cinética

utilizando pPs de PEBD como substrato.
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Legenda: Os destaques em caixas vermelhas sdo exemplos de alteragdes ao longo do cultivo fingico em bandas especificas de PEBD.
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Figura 15 - Evolucao dos indices oxidativos (I0) obtidos por espectroscopia no infravermelho
(FTIR) durante o cultivo de degradacao de pPs.
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Legenda: CI (indice de carbonilas), COI (indice de carbonos oxigenados simples) e HI (indice de hidroxilas).

A andlise dos resultados indica que as duas cinéticas operam por mecanismos
enzimaticos distintos, embora existam paralelos entre a secre¢do de enzimas e as alteragdes
fisico-quimicas do material. Guardadas as devidas propor¢des e a necessidade de
monitoramentos complementares de biomassa e massa plastica, observa-se que o cultivo com
uPs apresentou atividade decompositora em um periodo inferior a 30 dias quando integramos
as atividades enzimadticas com as modifica¢des no substrato polimérico.

Em contraste, o cultivo com filmes exibiu uma dinadmica diferente, possivelmente
influenciada pela geometria e pela menor area superficial do polimero, fatores que induziram
uma resposta de degradagdo mais lenta ou ainda em estagio inicial quando comparada com a

cinética com uPs.
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7 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Nove (ASP1, ASP4, ASP6, ASP7, ASP9, RMPS5, AQ3A, IPT301 e BAC) dos 15 Ffs
utilizados neste trabalho apresentaram interagdo com o meio salino sob o filme de polietileno
ap6s 15 dias. Enquanto todos os tratamentos apresentaram alteragdes quimicas que indicam a
acdo enzimatica do fungo sobre a cadeia polimérica.

Seis (ASP4, ASP9, RMP1, RMP5, BAC e CR04) dos 15 fungos apresentaram halos de
coloracdo expressivos ap6s 4 dias. Indicando o seu potencial como produtores de
oxirredutases, principais agentes enzimaticos da despolimerizagao de polietilenos.

Desse modo, o presente trabalho selecionou o Ff RMP5 como potencial agente de
decomposicao de PEBD ap0s essas etapas de selecao.

Em seguida, as duas cinéticas de 28 dias utilizando pPs e filmes de PEBD validaram a
acdo decompositora do isolado RMPS. Pois, o Ff RMP5 conseguiu reduzir 21,962 + 3,761 %
da massa de pléstico para o cultivo que utilizou pPs de PEBD e 1,147 + 0,162 % da massa
plastica que utilizou filmes de PEBD como substrato.

Nestas cinéticas, o Ff RMPS5 apresentou dindmicas metabodlicas diferentes de acordo
com a geometria do substrato. Priorizando a secrecao de peroxidases (0,0648 + 0,0062 U/mL)
no cultivo com uPs e a secrecdo de lacases (0,0313 = 0,0023 U/mL) no cultivo utilizando
filmes de PEBD. Durante os dois processos, ocorreu a acidificagdo do meio de cultura,
especialmente para o cultivo com pPs (3,33). Assim como, a expressiva secrecdo de
tirosinases (3,698 + 0,167 U/mL para o cultivo com uPs) e proteases (~ 6,745 U/mL).
Ademais, as alteragdes quimicas no material em conjunto com o monitoramento das
atividades enzimaticas indicam que o Ff reduziu consideravelmente o substrato plastico em
tempo inferior a 30 dias.

Desse modo, o presente trabalho contribui para o desenvolvimento de processos de
remediacao para a poluigdo plastica ao realizar a selecao de um fungo filamentoso através de
etapas de biodegradagdo em meio sdlido e validacdo de sua capacidade enzimatica em
cultivos liquidos, nos quais o Ff degradou cerca de 4 do substrato polimérico.

Ainda assim, o presente estudo reconhece que ainda existem lacunas importantes no
estado da técnica e sugere: a otimizacdo de condi¢cdes ambientais (tempo, temperatura,
agitacdo, pH e composi¢ao do meio de cultura), estratégias de recuperagdo e quantificagao de
uPs e a definicdo de possiveis produtos de interesse a serem obtidos a partir da degradagdo

como perspectivas interessantes para 0s proximos anos.
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APENDICE A - FUNGOS CRESCIDOS NO MEIO SALINO (CONTROLE)* E SOBRE
O FILME DE PEBD"

Figura 1 - ASP1, Colletotrichum sp.

Figura 2 - ASP2, Diaporthe sp.




Figura 4 - ASP6, Colletotrichum apelinum

Figura 5 - ASP7, Nao identificado
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Figura 7 - RMP1, Nao identificado
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Figura 10 - IBCLP20, Aspergillus sp.

Figura 11 - AQ2A, Aspergillus sp.
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Figura 13 - IPT301, Aspergillus oryzae
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APENDICE B - INDICES OXIDATIVOS OBTIDOS SEM APLICACAO DO METODO SAUB PARA SELECAO EM MEIO SOLIDO

ECI

V1

KClI

IDI
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B ASP4

ASP6

B AsP7

ASP9
B RMP1
B RMP3

RMP5
IBCLP20
B AQ2A
AQ3A
B ipT301
B BAC
B CRro4

Legenda: KCI (indice de carbonilas de cetona); ECI (indice de carbonilas de ésteres); VI (indice de ligag¢des vinilicas) e IDI (indice de duplas liga¢des internas).



APENDICE C - INDICES OXIDATIVOS OBTIDOS SEM APLICACAO DO METODO SAUB PARA MPS DE PEBD
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Legenda: KCI (indice de carbonilas de cetona); ECI (indice de carbonilas de ésteres); VI (indice de ligag¢des vinilicas) e IDI (indice de duplas liga¢Ges internas).
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APENDICE D - CURVA DE BIOMASSA DO FUNGO FILAMENTOSO RMP5 NO CULTIVO COM FILMES DE PEBD
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