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RESUMO

Esta dissertacdo descreve um estudo que teve como objetivo isolar e identificar fungos
lignicolas do Bosque da Ciéncia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA),
localizado em Manaus, Amazonas, Brasil, e avaliar sua capacidade de degradacéo de filmes de
polietileno de baixa densidade (LDPE) em meio com agar e em meio liquido. Foram coletadas
38 amostras de esporomas de macrofungos ligninoliticos associados a amostras
lignocelulésicas em decomposi¢do. A partir dessas amostras, foram isolados oito fungos, sendo
quatro pertencentes ao filo Basidiomycota e quatro ao filo Ascomycota, sendo estes quatro
ultimos contaminantes dos Basidiomycota. A analise filogenética baseada na sequéncia da
regido ITS revelou a identificacdo precisa das espécies dos isolados, que foram identificadas
como Schizophyllum commune, Irpex laceratus, Phlebiopsis flavidoalba, Peniophora
crassitunicata, Endomelanconiopsis endophytica, Annulohypoxylon stygium, Xylaria heliscus
e Xylaria plebeja. Quanto aos resultados da avaliacdo da degradacédo de filmes de LDPE, todos
os isolados demonstraram potencial na degradacdo do plastico, dependendo das condigbes de
cultivo. Em meio com agar mineral, ap6s 21 dias de cultivo estacionario em temperatura
ambiente, todos os isolados salvo Xylaria plebeja XPM090323 promoveram a reducdo da
massa do plastico, destacando-se Pleurotus ostreatus CPOINPAL, usado como controle
positivo (3,7%), Irpex laceratus ILMO050722 (3%), Endomelanconiopsis endophytica
EEM140223 (3,2%) e Annulohypoxylon stygium ASS170223 (3,8%). E. endophytica
EEM140223 exibiu a atividade de lacase mais elevada (18,1 U/Kg), enquanto Schizophyllum
commune SCM050722 se destacou na atividade de peroxidases (5,9 U/Kg). Em contraste, em
meio liquido caldo mineral, apds 21 dias de cultivo estacionario em temperatura ambiente, X.
plebeja XPM090323 destacou-se como 0 mais eficiente na reducdo da massa do LDPE (1,5%).
Por fim, o isolado Xylaria heliscus XHS310123 apresentou a maior producao de biomassa (4,1
g/L) e de peroxidases (13,3 U/L), enquanto S. commune SCMO050722 apresentou a maior
atividade de lacase (25,2 U/L). Este estudo contribui para a compreensdo da diversidade de
fungos lignicolas na regido amazodnica e sua capacidade de degradagdo de polietileno,
apresentando potencial relevancia em aplicagcbes ambientais e de remediacdo de residuos

plasticos.

Palavras-chave: Basidiomycota; Ascomycota; Biodegradacao; Plastico LPDE; Fenoloxidases.



ABSTRACT

This dissertation describes a study that aimed to isolate and identify ligninolytic fungi from the
Bosque da Ciéncia of the National Institute of Amazonian Research (INPA), located in Manaus,
Amazonas, Brazil, and to evaluate their capacity for degrading low-density polyethylene
(LDPE) films in agar medium and liquid medium. Thirty-eight samples of sporomes of
ligninolytic macrofungi associated with decomposing lignocellulosic samples were collected.
From these samples, eight fungi were isolated, four belonging to the phylum Basidiomycota
and four to the phylum Ascomycota, with the latter four being contaminants of Basidiomycota.
Phylogenetic analysis based on the ITS region sequence revealed precise identification of the
isolated species, which were identified as Schizophyllum commune, Irpex laceratus,
Phlebiopsis flavidoalba, Peniophora crassitunicata, Endomelanconiopsis endophytica,
Annulohypoxylon stygium, Xylaria heliscus, and Xylaria plebeja. Regarding the results of
LDPE film degradation assessment, all isolates showed potential in plastic degradation,
depending on the culture conditions. In mineral agar medium, after 21 days of stationary culture
at room temperature, all isolates except Xylaria plebeja XPM090323 promoted plastic mass
reduction, with the most effective being Pleurotus ostreatus CPOINPAL, used as positive
control (3.7%), Irpex laceratus ILMO050722 (3%), Endomelanconiopsis endophytica
EEM140223 (3.2%), and Annulohypoxylon stygium ASS170223 (3.8%). E. endophytica
EEM140223 exhibited the highest laccase activity (18.1 U/Kg), while Schizophyllum commune
SCMO050722 excelled in peroxidase activity (5.9 U/Kg). In contrast, in liquid mineral broth,
after 21 days of stationary culture at room temperature, X. plebeja XPM090323 stood out as the
most efficient in reducing LDPE mass (1.5%). Finally, the isolate Xylaria heliscus XHS310123
presented the highest biomass production (4.1 g/L) and peroxidase activity (13.3 U/L), while S.
commune SCM050722 showed the highest laccase activity (25.2 U/L). This study contributes
to the understanding of the diversity of ligninolytic fungi in the Amazon region and their
capacity for polyethylene degradation, presenting potential relevance in environmental

applications and plastic waste remediation.

Keywords: Basidiomycota; Ascomycota; Biodegradation; LDPE plastic; Phenoloxidases.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AFM — Microscopia de forca atdbmica
ANOVA — Anadlise de variancia

ASTM — American Society for Testing and
Materials

BDA — Agar Batata Dextrose

CPE — Polietileno clorado

Cut — Cutinase

DMSO - Dimetilsulfoxido

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-
acético

FTIR — Espectroscopia em infra-vermelho
por transformada de Fourrier

GCMS - Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas

HDPE — Polietileno de alta densidade
HMWPE — Polietileno de peso molecular
alto

INPA — Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia

ISO — Iternational Organization for
Standardization

ITS — Internal Transcribed Spacer

Lac — Lacase

LDPE — Polietileno de baixa densidade
LiP — Lignina peroxidase

LLDPE — Polietileno linear de baixa
densidade

MDPE — Polietileno de média densidade

MEA — Agar Extrato de Malte

MEV — Microscopia eletronica de
varredura

MnP — Manganés Peroxidase

MNPs — Microplésticos e nanoplasticos
NCBI — National Center for Biotechnology
Information

NMR — Ressonancia magnética nuclear
PA — Poliamida

PAH — Hidrocarboneto policiclico
aromatico

PBAT — Poliadipato de butileno tereftalato
PCR — Reacdo em cadeia da polimerase
PE — Polietileno

PEG — Polietilenoglicol

PET — Polietileno tereftalato

PEX — Polietileno reticulado

PLA — Acido polilatico

PNUMA — Programa das Nag6es Unidas
para 0 Meio Ambiente

PP — Polipropileno

PS — Poliestireno

PTT — Politereftalato de trimetileno

PUR — Poliuretano

PVC — Cloreto de polivinila

SPI — Society of Plastics Industry

TLC — Cromatografia em camada delgada

UHMWPE — Polietileno de peso molecular ultra alto

UnP — Peroxidase ndo especiflca

VLDPE - Polietileno de peso molecular muito baixo



LISTA DE TABELAS

ARTIGO DE DISSERTACAO

Tabela 1. Resultados da avaliagcdo de similaridade de sequéncias da regido ITS1 (Internal
Transcribed Spacer 1), 5.8S (Ribosomal RNA) e ITS4 (Internal Transcribed Spacer 4) dos oito
fungos isolados neste estudo, comparadas com sequéncias-tipo depositadas no NCBI (Banco
de dados do Instituto Nacional de Saide dos Estados Unidos) e as espécies associadas a essas
TeTo[U1=] Lol TSSO T TP PP UR PRSPPI 71

Tabela 2. Avaliacdo da reducdo de massa de filmes de LDPE, vigor micelial e producdo de
fenoloxidades (lacase e peroxidades) em superficie de meio agar por fungos isolados do bosque
O INPA, MANAUS—AM ..ottt ettt e e et e e s s et e e e s s bt a e e e s e bt e s e e s sabeaeessasbeneeas 73

Tabela 3. Avaliacdo da reducdo de massa de filmes de LDPE, biomassa produzida e producéo
de fenoloxidades (lacase e peroxidades) em meio liquido por fungos isolados do bosque do
LA L AN AV T T L AN 1Y R 75



LISTA DE FIGURAS

REFRENCIAL TEORICO

Figura 1. Estrutura quimica dos principais tipos de plastiCo. ........ccccccceviereiieiieere e 6
Figura 2. Estrutura das cadeias poliméricas do HDPE e do LDPE. ...........cccccoiiiinnineninene, 11
Figura 3. Tracajas em meio a poluigdo no Igarapé do Mindu, em Manaus—AM. ...................... 16
Figura 4. Aterro sanitario municipal de Manaus—AM. ..........ccccoiiiiiiiiie s 18
Figura 5. Cddigos de reciclagem dos polimeros plastiCos. .........cccccvveveiieiiecie i 20
Figura 6. Etapas da biodegradacdo microbiana de plastiCos. ........c.ccocevriiiiniiniiiiseeee, 25
Figura 7. Via metabdlica de degradacgéo fungica do PE. ..., 26
Figura 8. Basidiomiceto amazonico crescendo em area poluida por plasticos. ..........c.ccccevene.. 37

Figura 9. Via hipotética de degradacdo do PE, utilizando uma combinacéo sinergética de Lac,
IMINP € LLIP. ottt s et e e st e e b e e st e e be e s ae e e beesaae e beesaeeeateeanreereens 41

Figura 10. Fungos amazénicos em diferentes substratos lignoceluldsicos. ...........cccccocerennnee. 43

ARTIGO DE DISSERTACAO

Figura 1. Esporomas de macrofungos do Bosque da Ciéncia do INPA em Manaus—AM
submetidos a isolamento no presente trabalno. ..........ccooeiiiiiii 70
Figura 2. Aspecto macromorfoldgico da cultura em BDA dos fungos isolados no presente
trabalho, a parte de esporomas de macrofungos do Bosque da Ciéncia do INPA, em Manaus—
N PRSP 70
Figura 3. Reconstrucdo da éarvore filogenética de nove isolados de Basidiomycota e
Ascomycota e sequéncias-tipo do NCBI utilizando o modelo Neighbor-Joining: Uma Anélise
Comparativa da Diversidade Genética e das Relagdes EVOIULIVAS. ...........ccccveviieiiiicieienen, 72
Figura 4. Reducdo de massa de filmes de LDPE (%) em superficie de meio agar por fungos
isolados do bosque do INPA, ManauS—AM. ......ccccoiiieiiiieiiee e 73
Figura 5. Producdo de fenoloxidades (lacase e peroxidades) (U/Kg) em superficie de meio &gar
por fungos isolados do bosque do INPA, Manaus—AM. ........cccccoiiiiiiiiiiesie e 74
Figura 6. Reducédo de massa de filmes de LDPE (%) em meio liquido por fungos isolados do
bosque do INPA, MaNAUS—AM. ......coiiiiiiieieeie ettt e et teenae e nne e enes 75



Figura 7. Biomassa produzida em cultivo com filmes de LDPE (g/L) em meio liquido por
fungos isolados do bosque do INPA, Manaus—AM. ..o 76
Figura 8. Producao de fenoloxidades (lacase e peroxidades) (U/L) em meio liquido por fungos
isolados do bosque do INPA, ManauS—AM. .......cccoeiieiiiie e 76



SUMARIO

O 1N 21T 511070 IR 1
2. REFERENCIAL TEORICO .....oiiiiiieeeeeee ettt sttt seasen s 5
2.1. Plasticos — Caracteristicas, aplicagdes, producao e prinCipais tipos..........ccoeeeverereienenns 5
2.2. Polietileno — Historia, producao, tipos € apliCagies. .........ccoevurereririenenenesesec s 9
2.3. Os impactos do polietileno e 0UtroS PIASLICOS. ........cccveiierieiieeie e 12
2.4. Metodos de descarte € manejo de PIASLICOS. .........coviirireireiieee s 18
2.5. Biodegradacdo de plasticos — ASPECIOS QEIAIS........cueiveeiviiieriieieieeseese e sre e, 24
2.6. Biodegradacdo do polietileno — Desafios € perspectivas..........ccevviveeveeieeieevieseesie s, 30
2.7. Biodegradacdo de polietileno por fungos € SUas ENZIMAS..........ccuveiererierenienesesesennes 34

2.8. O potencial biotecnoldgico de fungos lignicolas amazonicos na degradacao do polietileno

— DAd0S € PEISPECTIVAS. ....c.viieiiieeiieiieieee sttt bttt bbb 42
3. OBUIETIVOS ..ttt bbbt b ettt b e e nens 49
3.1, ODJEIIVO GBI ...ttt 49
3.2. ODJetiVOS BSPECITICOS ....viviiiiiitieie ettt esre s saeenas 49
4. MATERIAIS E METODOS .......ooiiceeeteeeeeeetseeeeie e ses st s s eneneas 49
4.1. Coleta e iS0lamento A8 AMOSLIAS. .......ccueiriveieiiiisiesie et eneas 49
4.2. ldentificacdo e filogenia dos ISOlAd0S. ..........cveiriiieiiierc e 50
4.2.1. EXIracao 08 DINA. ...ttt et re e re e 50
4.2.2. AMPLTICACAD PO PCR .. .o 51
4.2.3. Sequenciamento e analise filogenétiCa............ccovevvveiiiiciiciecc e 51
4.3. Estudos de biodegradagao de LDPE............cccooiiiiiiiiiiee s 52
4.3.1. Biodegradacdo de LDPE em meio SOIAO........ccovviiiiieiiiiieceeee e 52
4.3.1.1. MEI0 AQAr MINETAL .......o.cvieeeeeeeeeeeeee ettt 52
G T N =] T o] {0t 1S1 o F PSPPSR 53
4.3.2. Biodegradacao de LDPE em meio lQUIdo.........cccoeveieieiiieie e 53

4.3.2.1. Mei0 Caldo MINEIAL.......coo oo e 53



4.,3.2.2. BIOPIOCESSO. ......eeuvereeteetesteeteete ettt etttk b bt b e st e b e b e bt nb e bt bt bt e bt e st et e st et bt e bt e e ene e e e 54

4.3.2.3. QUaNtifiCACAO 0 DIOMASSA. ... cvervieiieiieieteste ettt 54
4.3.3. Avaliagdo da redUGAOD U8 MASSA.......ccueiuieieriieitiesteeieseesteeste et e st e ste e e e e sreesaesseesaeeseaneesneeneeas 54
4.4. Determinacdo da atividade de FENOIOXIAASES...........coviiereiiieiie e 55
4.5, ANALISE BSLALISTICA. .. v evveieiteiiece ettt b et b et et e beere e ene e e neens 56
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ottt ee e see s enne eeenanns 56
8. CONCLUSOES .......ouiiiiiriieiieeieiise sttt st 83

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



1. INTRODUCAO

O termo "plastico” (derivado do grego plastikos) refere-se a um grupo de materiais
sintéticos e semissintéticos de alto peso molecular com maleabilidade para moldagem
(Temporiti et al., 2022). Apresentando alta durabilidade e versatilidade, esses materiais
desempenham papéis essenciais em diversas areas da atividade humana, incluindo agricultura,
construcdo, saude, industria e embalagens (Bahl et al., 2020). Sua producdo pode ser baseada
em recursos naturais ou sintéticos, sendo a maioria derivada do petrdleo (Daly et al., 2021,
Ekanayaka et al., 2022). A producdo global de plésticos vem crescendo anualmente, com
estimativas indicando um aumento da sua producéo para quase 600 milhdes de toneladas por
ano até 2050 apds a pandemia de COVID-19 (Jimenez et al., 2022).

O polietileno (PE) foi um dos primeiros plasticos a ser produzido em massa, tendo sua
producdo iniciada acidentalmente em 1935 por Michael Perrin, que desenvolveu um processo
reproduzivel para a sintese de PE com aplicac@es industriais (Shankar et al., 2019). Classificado
em tipos como PE de alta densidade (HDPE) e PE de baixa densidade (LDPE), cada tipo possui
propriedades distintas influenciadas por processos de fabricacao especificos (Sales et al., 2021).

O PE ¢ aplicado principalmente na fabricacdo de embalagens e materiais descartaveis,
e é um dos plasticos mais consumidos globalmente, representando 64% de todos os plasticos
sintéticos, com estimativas de crescimento anual de 12% em sua producdo (Srikanth et al.,
2022). O LDPE em especifico é o polimero sintético mais abundante do planeta, representando
69% dos residuos solidos descartados em aterros sanitarios, principalmente na forma de sacolas
plasticas (Mohanan et al., 2020). Anualmente, entre 500 bilhdes e 1 trilhdo de sacolas de PE
sdo usadas em todo o mundo (Srikanth et al., 2022). O uso extensivo do PE, especialmente do
LDPE, apresenta sérios impactos ambientais e ameaca diversos ecossistemas e organismos,
incluindo o ser humano (Ghatge et al., 2020).

A problemética dos plésticos, especialmente do PE, tem implicacdes significativas no
meio ambiente. Cerca de 90% dos produtos plasticos sdo utilizados uma Unica vez e entdo sdo
descartados, contribuindo para a poluicdo generalizada e sobrecarregando sistemas de gestdo
de residuos deficientes (Sanchez, 2020). A persisténcia dos plasticos no ambiente é agravada
por sua lenta degradacéo, com estimativas de dezenas a milhares de anos para ocorrer (Ali et
al., 2021; Jimenez et al., 2022; Taghavi et al., 2021; Temporiti et al., 2022). Os impactos da
poluicdo pléstica sdo amplos, afetando ecossistemas terrestres e aquaticos e uma grande

diversidade de organismos, prejudicando a produtividade dos solos, causando problemas em



animais como obstrucdes intestinais e diminuicdo da imunidade, e oferecendo riscos a saude
humana, como disfuncdo enddcrina e cancer (Bahl et al., 2020; Venkatesh et al., 2021; Yuan
et al., 2020).

Além disso, microplasticos e nanoplasticos (MNPs), formados pela fragmentacao
abidtica natural destes materiais, encontram-se disseminados globalmente, afetando
ecossistemas agricolas, florestais, fluviais e ocednicos (Jimenez et al., 2022; Mohanan et al.,
2020). A saude humana também estd ameacada pela ingestdo de MNPs acumulados na teia
trofica, que frequentemente contém aditivos toxicos e metais pesados incorporados em sua
passagem pelo ambiente (Kutralam-Muniasamy et al., 2023).

Além dos impactos ambientais e de salde, a poluicdo plastica gera custos
socioeconémicos, prejudicando setores como turismo, pesca e transporte maritimo (Kumar et
al., 2021). O lixo plastico tornou-se uma caracteristica distintiva do Antropoceno, exigindo
medidas urgentes para minimizar o uso de plasticos e desenvolver estratégias eficazes de
manejo (Ghatge et al., 2020).

Os principais métodos de descarte de plasticos incluem a deposi¢cdo em aterro sanitario,
a incineracdo e a reciclagem (Mishra; Das; Kandali, 2020). Esses métodos sdo relativamente
limitados e dispendiosos, além de causarem impactos ambientais, tornando-os ineficazes no
manejo do problema (Sangale; Shahnawaz; Ade, 2019). A reciclagem de plasticos enfrenta
desafios significativos, como a degradacao das propriedades fisico-quimicas destes apés ciclos
repetidos (Ali et al., 2021).

A baixa taxa global de reciclagem de plasticos e as suas limitagdes destacam a
necessidade continua de solugdes inovadoras e sustentaveis para lidar com o problema crescente
do acimulo de residuos plasticos e seus impactos (Chen et al., 2021; Queiroz et al., 2022).
Plasticos biodegradaveis e bioplasticos, provenientes de fontes renovaveis como amido e
residuos agricolas, apresentam potencial no manejo sustentavel do problema (Bacha et al.,
2023; Jimenez et al., 2022). No entanto, a substituicao efetiva dos plasticos convencionais por
biodegradaveis ainda € limitada, exigindo estudos sobre as condi¢bes ideais para sua
degradacéo efetiva (Ekanayaka et al., 2022; Mishra; Das; Kandali, 2020).

A degradagdo de plésticos € um processo complexo envolvendo mudangas nas
propriedades poliméricas devido a processos quimicos, fisicos e biologicos. A degradacéo
abiotica, incluindo fotodegradacdo, degradacdo térmica, mecénica e quimica, influencia a
fragmentac&o inicial do polimero, ocorrendo principalmente nos ambientes naturais pela sua
exposicao prolongada as intempeéries (Oliveira et al., 2023).

A biodegradacdo de plasticos, realizada principalmente por microrganismos, é um



processo complexo e sequencial, seguindo quatro etapas: biodeterioracdo, biofragmentacéo,
bioassimilacdo e mineralizacdo (Mohanan et al., 2020). Ao longo do processo, com o auxilio
de sistemas enzimaticos, os polimeros sdo colonizados, fragmentados e assimilados pelas
células microbianas, sendo eventualmente incorporados no seu metabolismo, gerando energia
e produtos metabdlicos (Okal et al., 2023).

A introdugdo dos plasticos na biosfera é considerada muito recente, de modo que a
natureza ainda nao teve tempo de evoluir sistemas enzimaticos especificos a degradacéo destes
materiais (OKkal et al., 2023). Como consequéncia, a nossa compreensao mecanicista e holistica
deste fendmeno ainda esta em seus estagios iniciais (Jimenez et al., 2022). A pesquisa cientifica
tem destacado o potencial e a importancia da diversidade microbiana na transformacéo de
plasticos, abordando tanto métodos de pesquisa em laboratério como em campo para
compreender o fendmeno sob diferentes perspectivas (Haider et al., 2018).

Para avaliar a eficacia do processo de biodegradacdo, multiplas abordagens analiticas
como observagdes visuais, avaliacdes fisicas e quimicas, evolucdo de CO2, consumo de Oz e
marcacdo radiativa sdo empregadas, embora estas ainda care¢cam de padronizacdo e enfrentem
dificuldades de reprodutibilidade de seus dados (Alshehrei, 2017; Jimenez et al., 2022). Apesar
dos desafios, a biodegradacdo € vista como uma estratégia promissora para mitigar os impactos
ambientais dos plasticos, oferecendo uma alternativa mais limpa e sustentavel, convertendo
residuos plasticos em produtos biotecnoldgicos valiosos (Oliveira et al., 2023; Mohanan et al.,
2020).

O PE € conhecido por sua resisténcia a degradacdo devido a sua estrutura hidrofdbica,
alto peso molecular e aditivos antioxidantes (Ghatge et al., 2020; Mohanan et al., 2020). Varias
estratégias, como as mencionadas anteriormente, tém sido adotadas para manejar o PE, mas
enfrentam graves desafios e impactos ambientais (Sangale; Shahnawaz; Ade, 2019).
Abordagens alternativas como a producdo de plasticos biodegradaveis e a biodegradacédo
microbiana tem emergido como potenciais solucGes para o problema, sendo topicos altamente
oportunos e relevantes, e amplamente discutidos na comunidade cientifica (Jimenez et al.,
2022).

A literatura cientifica revela avancos na biodegradacdo do PE por microrganismos,
incluindo bactérias como Pseudomonas e fungos como Aspergillus, destacando a necessidade
de isolamento e triagem de microrganismos eficientes (Danso; Chow; Streita, 2019; Venkatesh
et al., 2021). O uso de pré-tratamentos com fatores abidticos, como luz ultravioleta, tem se
mostrado promissora na degradacao inicial das cadeias de PE, acelerando significativamente o

processo (Okal et al., 2023). A combinacéo de fatores abioticos e bidticos tem mostrado eficacia



na degradagdo do PE, evidenciando o potencial destas pesquisas para 0 gerenciamento
sustentavel de residuos plasticos (Chaudhary et al., 2021; Sangale; Shahnawaz; Ade, 2019).

A biodegradacdo de PE por fungos, tema de crescente interesse, explora as
caracteristicas Unicas do Reino Fungi. Esses organismos desempenham papéis cruciais nos
ecossistemas, atuando como decompositores, simbiontes e até mesmo patdgenos (Sanchez,
2020). A biodegradacdo do PE e de outros plasticos por fungos é resultado da evolucéo
metabolica apos exposicdo prolongada a polimeros xenobidticos introduzidos na natureza pela
atividade humana (Jimenez et al., 2022).

Embora os fungos do filo Ascomycota sejam mais estudados na biodegradacdo de
plasticos, espécies de Basidiomycota e Mucoromycota também apresentam potencial,
destacando a necessidade de mais investigacdes nesses grupos (Sanchez, 2020). Ascomicetos
como Trichoderma harzianum e Aspergillus flavus, e basidiomicetos como Phanerochaete
chrysosporium e Pleurotus ostreatus mostraram potencial na degradacdo do PE produzindo
diversos tipos de enzimas, com destaque para as enzimas ligninoliticas do tipo fenoloxidase
(Gomez-Méndez et al., 2018; liyoshi; Tsutsumi; Nishida, 1998; Sowmia; Krishnappa;
Thippeswamy, 2014; Zhang et al., 2020).

As fenoloxidases, como lacase (Lac), lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase
(MnP), tem demonstrando grande potencial biotecnoldgico na degradacéo do PE, com estudos
computacionais destacando 0s seus papéis essenciais na oxidacao das cadeias poliméricas do
PE (Santacruz-Juarez et al., 2021). Propostas de vias sinérgicas envolvendo Lac, LiP e MnP
apresentam abordagens promissoras para a degradacao eficaz do PE (Santacruz-Juarez et al.,
2021).

Vaérias espécies de macrofungos tem demonstrado potencial na capacidade de degradar
filmes de LDPE, com destaque para os fungos ligninoliticos, adaptados a decomposicao da
matéria vegetal e eficientes na degradacdo da lignina (Hadibarata; Yuniarto, 2020). Fungos
lignicolas como os basidiomicetos Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor,
Schizophyllum commune e Pleurotus ostreatus, e os ascomicetos Daldinia eschscholtzii,
Xylaria feejensis, Chateomium globosum e Neofusicoccum occulatum foram identificados
como potenciais degradadores de LDPE, apresentando potencial biotecnoldgico para sua
remediacdo (Gomez-Méndez et al., 2018; liyoshi; Tsutsumi; Nishida, 1998; Perera et al., 2022).
Muitos destes grupos sdo amplamente encontrados em ambientes ricos em matéria vegetal,
como a Floresta Amazénica.

A biodiversidade Unica da Amazonia oferece um campo promissor para a pesquisa

biotecnologica, especialmente na busca por enzimas com aplicacdo potencial na degradacéo de



plasticos (Jimenez et al., 2022; Mendoza et al., 2022). Apesar dos avancos nos estudos sobre a
degradacdo de plasticos por fungos, ha uma lacuna significativa de pesquisas neste tema na
regido amazonica. Dada a rica diversidade biologica e a importancia estratégica da Amazonia
para a conservacdo ambiental e o desenvolvimento sustentavel, é crucial conduzir estudos
especificos na regido para investigar o potencial dos fungos na biodegradacéo de plésticos e
desenvolver solugfes adequadas para o problema. Destaca-se a importancia do isolamento e
identificacdo de fungos amazoénicos com potencial para degradacédo de PE, abrindo caminhos
para futuras pesquisas que possibilitem a sua remediacao sustentavel.

Diante desse contexto, o presente estudo teve como objetivo identificar, analisar
filogeneticamente e avaliar o potencial de degradacdo de filme de LPDE por fungos lignicolas
isolados no Bosque do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), localizado em
Manaus, Amazonas. Os resultados desta pesquisa podem fornecer insights sobre a degradacéo
fangica de PE e nortear futuros estudos que busquem a otimizacdo da biodegradacdo deste
plastico, bem como contribuir para a valorizacdo do potencial biotecnoldgico da diversidade

fangica amazénica.

2. REFRENCIAL TEORICO

2.1. Plasticos — Caracteristicas, aplica¢fes, producdo e principais tipos

A palavra "plastico” deriva da palavra grega "plastikos"”, que significa "capaz de ser
moldado” (Temporiti et al., 2022). Hoje, o termo "plastico” refere-se a um grupo de materiais
que abrange uma ampla gama de compostos organicos sintéticos e semissintéticos de alto peso
molecular (Bahl et al., 2020; Daly et al., 2021). Eles possuem maleabilidade, que permite que
sejam moldados em diferentes formatos (Daly et al., 2021). Na década de 1950, eles comegaram
a substituir materiais naturais em varios setores e aplica¢cdes do cotidiano (Temporiti et al.,
2022).

Os plasticos sdo polimeros compostos por elementos como carbono, hidrogénio,
nitrogénio, oxigénio, silicio e cloro (Bahl et al., 2020; Ekanayaka et al., 2022). Do ponto de
vista estrutural, eles sdo divididos em dois grupos: polimeros com uma cadeia principal de
carbono-carbono (C-C), e polimeros com atomos distintos na cadeia principal (C-O ou C-N)
(Mohanan et al., 2020). Os plasticos frequentemente incluem uma ligagdo organica na cadeia

principal, grupos moleculares ligados lateralmente e adicbes de misturas orgénicas e



inorganicas, como aditivos, plastificantes e estabilizantes (Bahl et al., 2020). Na Figura 1, estéo

representadas as estruturas quimicas dos polimeros plésticos mais comuns.

Figura 1. Estrutura quimica dos principais tipos de plastico.
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Os plasticos sdo classificados como termoplasticos e termofixos. Os termoplasticos
podem ser deformados quando aquecidos. Eles também podem ser reconfigurados quando
resfriados, permitindo flexibilidade e reciclagem repetida. Os plasticos termofixos, ao
contrario, ndo podem ser reconfigurados apds o aquecimento, sendo mais rigidos e resistentes
que os termoplasticos (Taghavi et al., 2021).

A producdo de plasticos pode ser baseada em recursos naturais ou sintéticos. Plasticos
de base bioldgica sdo derivados de compostos naturais, como lignina, celulose, hemicelulose,
terpenos, 6leos vegetais, carboidratos e residuos de alimentos (Ekanayaka et al., 2022). Em
contraste, a grande maioria dos plasticos € de origem sintética, fabricada a partir de mondmeros
provenientes do petroleo bruto. Esses plasticos sintéticos sdo frequentemente considerados ndo
biodegradaveis (Daly et al., 2021; Ekanayaka et al., 2022).

Os plasticos derivados do petroleo possuem varias propriedades desejaveis, como

durabilidade, leveza, resisténcia a corrosdo, e isolamento térmico e elétrico, que lhes



proporcionam notavel versatilidade (Chaudhary et al., 2021; Mohanan et al., 2020). Os seus
métodos de producdo sdo bem estabelecidos e altamente eficientes, resultando em custos de
producdo reduzidos. Consequentemente, eles se tornaram elementos essenciais da economia e
infraestrutura globais (Mohanan et al., 2020).

Os plésticos sdo aplicados em todos os setores da atividade humana, como agricultura,
construcdo, telecomunicagdes, transporte, residéncias, satde e medicina (Bahl et al., 2020). Sua
estabilidade e longevidade desempenham um papel fundamental em atividades diarias, desde
usos domésticos até aplicacdes industriais, de modo que os plasticos se tornaram abundantes na
producdo humana (Ekanayaka et al., 2022).

Diversos produtos de varias indUstrias sdo fabricados a partir de plasticos. Exemplos
incluem aparelhos eletronicos, artigos de papelaria, mdveis, artigos de higiene pessoal,
acessorios, componentes automotivos, tanques, tubos de agua e, notavelmente, embalagens e
itens descartaveis, como embrulhos, copos, colheres, bandejas, entre outros (Bahl et al., 2020).

De 1950 a 2018, a producéo total de plasticos foi estimada em aproximadamente 8,3
bilhGes de toneladas, com crescimento anual de 5% (Ali et al., 2021). A producdo global de
plasticos atingiu cerca de 370 milhdes de toneladas métricas (Mt) em 2019 (Gambarini et al.,
2021; Kumar et al., 2021). Em 2020, cerca de 400 Mt de pléasticos sintéticos foram produzidas
globalmente, e, apds a pandemia de coronavirus de 2019 (COVID-19), espera-se um aumento
adicional para quase 600 Mt por ano, até 2050 (Jimenez et al., 2022).

Os polimeros plasticos mais relevantes para a economia mundial, em ordem crescente
de producéo global, incluem as poliamidas (PAs, mais conhecidas como Nylon), o poliestireno
(PS, também conhecido como isopor), os poliuretanos (PUR), o polietileno tereftalato (PET), o
cloreto de polivinila (PVC), o polipropileno (PP), e o polietileno (PE) (Danso; Chow; Streita,
2019; Gambarini et al., 2021; Mohanan et al., 2020). Também ha uma variedade de outros
plasticos, incluindo acrilico, policarbonato, e acido polilatico (PLA) (Ekanayaka et al., 2022).
Dentre estes polimeros, os mais amplamente utilizados sdo o PE (30,3%), PP (19,7%), PVC
(9,6%), PET (8,4%), PUR (7,8%) e PS (6,1%) (Temporiti et al., 2022).

As poliamidas (PA) sdo polimeros compostos de unidades repetidas de moléculas
alifaticas, semiaromaticas ou aromaticas unidas por ligacGes peptidicas de amida (Danso;
Chow; Streita, 2019) (Figura 1). Esta categoria de polimeros € popularmente conhecida como
Nylon. As poliamidas sintéticas sdo usadas principalmente na fabricacdo de produtos téxteis,
automotivos, cordas, tapetes e roupas esportivas (Danso; Chow; Streita, 2019).

O poliestireno (PS), conhecido popularmente como isopor, consiste em monémeros de

estireno (Figura 1). O PS é o sexto polimero plastico mais fabricado no mundo, e é bastante



utilizado nas industrias de embalagens, descartaveis e artigos de uso diario, como por exemplo:
recipientes de alimentos, materiais de construgdo, copos, pratos e talheres descartaveis, entre
outros (Danso; Chow; Streita, 2019).

Os poliuretanos (PUR) s@o polimeros formados por unidades organicas conectadas por
um grupo carbamato (Danso; Chow; Streita, 2019) (Figura 1). Os PUR podem ser sintetizados
usando diferentes polidis de poliéter ou poliéster, formando dois tipos de polimero. A
incorporacdo de estruturas de anéis aromaticos tem impacto adicional nas suas propriedades
fisicas e quimicas (Danso; Chow; Streita, 2019). A maioria dos poliuretanos sdo os polimeros
termofixos (Bahl et al., 2020).

Os PUR sdo o quinto tipo de plastico mais produzido no mundo, e sdo amplamente
utilizados na fabricacdo de produtos médicos (como cateteres) e industriais (como espumas de
assentos de veiculos e itens domeésticos como esponjas de limpeza) (Danso; Chow; Streita,
2019; Mohanan et al., 2020). Os PUR também sdo usados em adesivos, isolamentos,
revestimentos téxteis, pneus, fibras e tintas (Danso; Chow; Streita, 2019; Mohanan et al., 2020).

O polietileno tereftalato (PET) é um termoplastico linear, composto de unidades
repetidas de &cido tereftalico e etilenoglicol, unidos por ligacdes éster (Sales et al., 2021)
(Figura 1). O PET é o quarto polimero sintético mais produzido, e é usado em uma variedade
de aplicacdes, como a fabricacdo de garrafas PET, recipientes, e fibras téxteis (Danso; Chow;
Streita, 2019; Mohanan et al., 2020). Vérias tecnologias para 0 manejo do PET ja foram
relatadas, abrangendo abordagens mecanicas, quimicas e biologicas (Sales et al., 2021).

O policloreto de vinila (PVC) é um termoplastico composto por unidades de cloroetilo
(Figura 1), sintetizado a partir da hidrolise do acetato de polivinila (Bahl et al., 2020; Mishra;
Das; Kandali, 2020). O PVC possui baixo peso molecular, forte resisténcia a abraséo e baixa
absorcdo de umidade, e é o terceiro polimero produzido com maior frequéncia (Bahl et al.,
2020; Mishra; Das; Kandali, 2020).

O PVC ¢ aplicado principalmente na fabricacdo de produtos e materiais de embalagem,
brinquedos, mdveis, encanamentos, pisos e materiais de construcdo (Ali et al., 2014). Canos de
PVC sdo utilizados em banheiros e cozinhas de edificios. Ele também é usado em isolamento
de fios elétricos e no revestimento de pisos e produtos de couro sintético (Bahl et al., 2020).

O Polipropileno (PP) é um termoplastico composto por unidades de propilenoglicol
(Mishra; Das; Kandali, 2020) (Figura 1). O PP é o segundo plastico mais amplamente
produzido, e possui uma variedade de aplicagdes, incluindo embalagens, itens descartaveis,
téxteis, equipamentos de laboratdério e componentes automotivos (Mohanan et al., 2020). Tanto

a estrutura quanto as propriedades do PP sdo semelhantes as do PE, porém, o PP possui mais



rigidez, resisténcia ao calor, e alta resisténcia quimica (Danso; Chow; Streita, 2019; Mohanan
et al., 2020).

O polietileno (PE) € um termoplastico que consiste em cadeias longas de monémeros
de etileno (Alshehrei, 2017) (Figura 1). Além de possuir a estrutura quimica mais simples, o
PE também é o polimero plastico mais produzido no mundo (Danso; Chow; Streita, 2019). O
PE possui diferentes métodos de producdo, que resultam em polimeros com diferentes
estruturas moleculares, e, consequentemente, com propriedades varidveis (Santacruz-Juarez et
al., 2021; Srikanth et al., 2022).

O PE se destaca por ser majoritariamente empregado na industria de embalagens
(Danso; Chow; Streita, 2019). Estima-se que apenas o setor de embalagens constitua 39,9% do
mercado de plasticos, e cerca de 42% dos plasticos nos residuos sélidos urbanos provenha

exclusivamente de materiais de embalagem (Sanchez, 2020).

2.2. Polietileno — Histdria, producao, tipos e aplicacoes

O polietileno (PE) constitui um conjunto de polimeros com estrutura quimica
semelhante, mas diferentes propriedades, determinadas por suas diversas arquiteturas
moleculares (Santacruz-Juarez et al., 2021). O PE é uma combinacdo de monémeros de etileno,
sendo quimicamente representado como (Cz2Ha)n, com diferentes valores de n (Srikanth et al.,
2022). O PE estéa entre os primeiros polimeros sintéticos produzidos em massa (Shankar et al.,
2019).

A trajetdria da producéo do polietileno é brevemente abordada na revisdo de Shankar e
colaboradores (2019). O primeiro caso documentado de producéo de plastico ocorreu em 1898,
guando o quimico alemdo Hans von Pechmann acidentalmente sintetizou o diazometano, uma
substancia branca similar a uma cera.

Décadas mais tarde, em 1933, na Imperial Chemical Industries (ICI) em Northwich,
Inglaterra, os quimicos Eric Fawcett e Reginald Gibson, também por acidente, sintetizaram o
diazometano. Eles obtiveram o material ceroso através da combinagdo de benzaldeido e etileno
sob alta pressdo. O diazometano era instavel e inadequado para aplicac6es industriais devido a
sua natureza volatil. Eles ndo puderam repetir o experimento devido a contaminagéo por tragos
de oxigénio.

No ano de 1935, Michael Perrin, outro quimico da ICI, novamente acidentalmente

reproduziu o experimento de seus colegas e sintetizou 0 mesmo material branco. 1sso ocorreu
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devido a um vazamento que introduziu mais etileno contaminado com oxigénio. Desta vez,
Perrin identificou a necessidade de uma certa quantidade de oxigénio para iniciar a
polimerizacdo. A partir disso, Perrin converteu essas descobertas acidentais em um processo
reproduzivel para a sintese de polietileno com aplicacGes industriais, e, assim, a partir de 1939,
iniciou-se a produgdo em massa do PE (Shankar et al., 2019).

Atualmente, o PE é sintetizado quimicamente a partir do etano (Danso; Chow; Streita,
2019). O etano é submetido a altas temperaturas na presenca de um catalisador, convertendo-
se em etileno. Este, entdo, com o auxilio de catalizadores e aquecimento, sofre uma reacdo de
polimerizacdo em cadeia, formando o PE (Souza, 2023). Os processos de fabricagdo do PE
resultam em diferentes estruturas tridimensionais e arranjos das cadeias do polimero,
influenciando suas propriedades, como densidade, grau de ramificacdo, cristalinidade, e peso
molecular (Danso; Chow; Streita, 2019; Mohanan et al., 2020).

O PE é categorizado em tipos distintos com base em sua densidade e grau de ramificacao
(Danso; Chow; Streita, 2019). Os tipos mais comuns de PE s&o o PE de alta densidade (HDPE),
PE de baixa densidade (LDPE) e PE linear de baixa densidade (LLDPE) (Sales et al., 2021).
Além destes, o PE apresenta outras variedades, como o PE de média densidade (MDPE), PE de
densidade muito baixa (VLDPE), PE reticulado (PEX ou XLPE), PE de alto peso molecular
(HMWPE), PE de ultra alto peso molecular (UHMWPE), PE clorado (CPE), entre outras
(Shankar et al., 2019). No mercado, os arranjos mais comercializados s&o o LDPE e o HDPE
(Sales et al., 2021).

A producdo do LDPE e do HDPE envolve processos distintos. O LDPE é produzido sob
alta pressao (1.000-5.000 atm) e alta temperatura (520 K), enquanto o HDPE ¢é fabricado sob
baixa pressao (6-7 atm) e temperaturas mais baixas (333-343 K) (Srikanth et al., 2022). O LDPE
é caracterizado por suas ramificacdes longas e irregulares e tem peso molecular de cerca de
40.000 Daltons, enquanto o HDPE ¢ linear, com peso molecular variando de 100.000 a 250.000
Daltons (Santacruz-Juérez et al., 2021) (Figura 2). Essas diferengas estruturais resultam em
propriedades distintas: o0 LDPE ¢ leve e flexivel, enquanto o HDPE é mais rigido, resistente e

tolerante ao calor (Santacruz-Juarez et al., 2021).
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Figura 2. Estrutura das cadeias poliméricas do HDPE e do LDPE.

MHDPE

Chemical structure of PE

H,
C

x0

x5
3
x}

Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2023).

O LDPE, devido a sua natureza amorfa, possui caracteristicas desejaveis, como
transparéncia, atoxicidade, alta ductilidade, baixa permeabilidade ao vapor de agua e vedacao
térmica (Ghatge et al., 2020; Mohanan et al., 2020). Isso o torna versatil para aplicacGes em
embalagens de alimentos e ndo alimentos, além da fabricacdo de bandejas, sacolas e
revestimentos para papel, téxteis e outros plasticos (Ghatge et al., 2020).

Por outro lado, o HDPE, devido a sua rigidez, opacidade e resisténcia em altas
temperaturas, é usado em aplica¢fes industriais e cotidianas, como sacolas, jarras de leite,
garrafas de detergente, potes de margarina, recipientes de lixo e tubulagdes de dgua (Ghatge et
al., 2020).

O PE se destaca como um dos plasticos mais utilizados em nosso cotidiano devido a sua
facil processabilidade, sendo fabricadas anualmente mais de 100 milhdes de toneladas em todo
o0 mundo (Danso; Chow; Streita, 2019; Srikanth et al., 2022). Estima-se que apenas o PE
constitua 64% de todos os plasticos sintéticos, e seu consumo esta crescendo a uma taxa de
aproximadamente 12% ao ano (Srikanth et al., 2022).

O LDPE em especifico tornou-se o polimero sintético mais abundante do planeta,
representando 69,13% dos residuos solidos descartados em aterros sanitarios, principalmente
na forma de sacolas plasticas (Mohanan et al., 2020). Anualmente, entre 500 bilhdes e 1 trilhdo

de sacolas de PE séo usadas em todo o mundo (Srikanth et al., 2022).
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O uso extensivo tanto do LDPE quanto do HDPE possui impactos abrangentes em escala
global, e representa graves ameagas ambientais para diferentes ecossistemas, tanto terrestres
como aquaticos. Os residuos do PE também ameacam de extin¢ao varias centenas de espécies
diferentes que compBdem esses ecossistemas, principalmente devido a ingestdo desses residuos
(Ghatge et al., 2020).

2.3. Os impactos do polietileno e outros plasticos

Aproximadamente 90% dos produtos fabricados com plastico sdo usados uma Unica vez,
e depois sdo descartados (Sanchez, 2020). Exemplos de produtos de uso Unico incluem garrafas
plasticas, tampas, pontas de cigarro, sacolas de supermercado, copos, canudos, embalagens e
mascaras descartaveis.

Uma grande fragdo da poluicédo pléastica vem do uso excessivo de produtos descartaveis
e da gestdo inadequada de residuos em areas urbanas e rurais (Jimenez et al., 2022). De acordo
com o Programa das Nag¢des Unidas para 0 Meio Ambiente (PNUMA), os produtos descartaveis
sdo evidéncias de sistemas deficientes de gerenciamento de residuos e de nossa atitude em
relagdo aos ecossistemas naturais (Kumar et al., 2021).

Considerando o total de residuos plasticos gerados entre 1950 e 2015, apenas 9% foi
reciclado e 60% estd se acumulando em aterros ou no meio ambiente (Sales et al., 2021).
Atualmente, cerca de 76% da producdo total de plastico é eventualmente tratada como residuo.
Destes, 9% sdo reciclados, 12% sdo incinerados e 79% sao depositados em aterros ou
descartados no meio ambiente (Bahl et al., 2020). Até 2050, estima-se que havera 12 bilhGes
de toneladas métricas de residuos plasticos em aterros ou na natureza (Daly et al., 2021).

Um dos problemas dos plasticos acumulados em aterros sanitarios ou liberados no meio
ambiente € o longo tempo que eles levam para se degradar. Essa recalcitrancia deriva das
propriedades fisico-quimicas inerentes dos plasticos, tais como alto peso molecular,
cristalinidade e hidrofobicidade, agravadas pela origem dos mondmeros a partir de
hidrocarbonetos fdsseis. O resultado € a acumulacdo e persisténcia desses materiais em
ecossistemas terrestres e aquaticos por décadas (Ali et al., 2021; Temporiti et al., 2022).

O acumulo persistente de residuos plasticos no ambiente, agravado por préaticas
inadequadas de gerenciamento e descarte descontrolado, resultou em uma séria crise de
poluicdo, representando uma ameaca grave para o planeta (Mishra; Das; Kandali, 2020). A
diversidade de organismos afetados pela poluicdo pléstica é expressiva, pois 0s plasticos sdo

consumidos por uma ampla gama de seres vivos, levando a consequéncias como saciedade
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falsa, estresse patoldgico, diminuic¢do do crescimento e complicacdes reprodutivas (Yuan et al.,
2020).

Os residuos de PE representam um grande fator de risco para 0s animais, tanto terrestres
qguanto aquaticos. Esses residuos causam obstrucdo abdominal em peixes, aves, répteis e
mamiferos. O PE ndo digerido tem sido a principal causa de problemas em vérios animais. Foi
relatado que animais terrestres mortos apds o parto tinham sacolas de PE em seus intestinos, o
que foi considerado a principal causa de sua morte (Venkatesh et al., 2021).

A poluicdo por plastico é uma perturbacdo da biosfera muito recente. Os plasticos foram
introduzidos nos ecossistemas naturais ha apenas algumas décadas, um tempo insuficiente para
que a natureza selecione novos sistemas enzimaticos capazes de degradar esses polimeros (Ali
et al., 2021; Jimenez et al., 2022). Estima-se que a degradacdo natural de residuos plasticos
possa levar de dezenas a milhares de anos, variando de acordo com o tipo de plastico e as
circunstancias ambientais especificas (Jimenez et al., 2022; Taghavi et al., 2021).

Todos os plasticos sdo suscetiveis a algum tipo de degradacdo no meio ambiente, seja
ela fisico-quimica ou biologica. No ambito fisico-quimico, incluem-se processos como
intemperismo (degradacao pela exposicdo a luz solar, vento ou ondas), hidrélise e oxidacao.
Tais fenébmenos afetam todos os tipos de plasticos e sdo o principal mecanismo responsavel
pela geracdo dos microplasticos e nanoplasticos (MNPs). Os microplasticos sdo particulas
plésticas com dimensodes entre 1 um e 5 mm, enquanto os nanoplasticos sdo menores que 1 um.
Essas particulas apresentam uma diversidade de tipos, tamanhos, formas e composicdes
poliméricas (Filiciotto; Rothenberg, 2021; Miri et al., 2022).

Os MNPs possuem uma alta relacdo entre area de superficie/volume e hidrofobicidade,
0 que permite que absorvam outras substancias poluentes nocivas e persistentes (Jimenez et al.,
2022). Os MNPs podem conter substancias incorporadas durante a sua fabricacdo, como
pigmentos, plastificantes e retardantes de chama, ou acumuladas durante sua interacdo com o
ambiente, como patdgenos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS) e metais pesados
(Miri et al., 2022). Portanto, a sua presenca no meio ambiente representa potenciais impactos
na sadde de diversos ecossistemas e de seus organismos.

Os MNPs atualmente se encontram disseminados por ecossistemas terrestres e
aquaticos, sendo transportados pelas correntes oceanicas e atmosféricas (Mohanan et al., 2020).
Sua presenca € abrangente, desde o sedimento das profundezas dos oceanos até areas remotas
em montanhas, onde se depositam como uma espécie de "neve" plastica (Gambarini et al.,
2021). Atualmente, muitos ecossistemas em todo o mundo estdo ameacados pela poluigéo por

plasticos, como, por exemplo, oceanos, agua doce, manguezais, recifes de coral, solos agricolas,
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florestas, regides polares e a atmosfera (Jimenez et al., 2022).

Os plésticos tém a capacidade de induzir transformacGes nos ecossistemas terrestres,
agindo como estressores e agentes antropogénicos (Ren et al., 2020). Os impactos dos plasticos
nos ecossistemas terrestres se estendem profundamente, acarretando potenciais consequéncias
significativas para a saude do ambiente como um todo.

O descarte inadequado de embalagens usadas e sacolas plasticas impede a
permeabilidade da agua e do ar no solo, levando ao esgotamento dos lencdis freaticos e
exercendo efeitos adversos sobre a fauna do solo (Shankar et al., 2019). Nas areas de despejo,
0s animais terrestres geralmente consomem residuos de sacolas plasticas junto com alimentos,
0 que perturba seus sistemas digestivos, resultando na morte de milhdes de animais
(Khruengsai; Sripahco; Pripdeevech, 2021).

Os relatos do estudo do sistema digestivo de vacas mortas demonstram o impacto do
consumo de PE por estes animais (Venkatesh et al., 2021). Foi relatado que sacolas de PE
ingeridas causam indigest&o, ao bloquear a mistura do alimento com sucos géstricos e enzimas.
O bloqueio da abertura entre o0 rimen e 0 omaso se torna altamente fatal para o animal, se o PE
ndo for removido. Além disso, os sais digestivos reagem com o PE e formam complexos que
obstruem o caminho dos alimentos no trato digestivo, causando irritacdo no rimen e dor devido
a imunossupressdo. O plastico acumulado no canal alimentar reduz a imunidade e pode levar a
infeccbes secundarias, como a septicemia hemorragica (Venkatesh et al., 2021).

Nos sistemas agricolas, o PE é utilizado para a cobertura (mulching) de campos e na
construcdo de estufas (Ghatge et al., 2020). O uso do PE para aumentar a produtividade agricola
em pequenas areas reduz a mobilidade de materiais essenciais no solo, como ar, umidade e
nutrientes, bem como a mobilidade de organismos do solo, incluindo minhocas. Isso leva a uma
diminuicdo na qualidade do solo, disturbios fisioldégicos no crescimento das plantas, como
germinacdo de sementes e crescimento das raizes, afetando diretamente a produtividade
agricola (Ghatge et al., 2020).

A presenca crescente de MNPs no ambiente agricola representa um problema ambiental
de significativa gravidade, com implicagdes tanto para a saude do solo quanto para a producao
de alimentos. A presenca dos MNPs no solo pode impactar a teia trofica, com consequéncias
adversas para o desenvolvimento das raizes das culturas agricolas (Ren et al., 2020). Os MNPs
tambem podem se acumular nos tecidos vegetais, afetando diretamente a fotossintese,
resultando em efeitos adversos na produtividade das plantas, e, por consequéncia, na producdo
agricola (Allouzi et al., 2021).

As particulas de MNPs tém a capacidade de se incorporar aos agregados do solo,
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desencadeando alteragOes estruturais significativas. Essas mudancas estruturais tém o potencial
de afetar profundamente as propriedades do solo, perturbando processos delicados, como as
atividades microbianas, a emissdo de gases de efeito estufa e os ciclos de nutrientes (Ren et al.,
2020).

Os MNPs tém o potencial de influenciar a temperatura do solo, especialmente em
setores agricolas suscetiveis a condi¢@es climaticas extremas. Essas mudangas térmicas podem
afetar as taxas de decomposic¢éo no solo e, por conseguinte, os beneficios ecossistémicos a elas
associados (Kumar et al., 2021).

As alteracdes nos parametros fisico-quimicos do solo pelos MNPs também podem ter
um impacto notavel em areas florestais, desencadeando erosdo, incéndios florestais e
desertificacdo em niveis sem precedentes (Kumar et al., 2021). Essas consequéncias podem
levar a uma imensa perda de biodiversidade e a um declinio nos servicos ecossistémicos.
Portanto, biomas florestais, como a Amazénia, podem estar altamente vulneraveis aos impactos
da contaminag&o do solo por plasticos.

Na regido Amazonica, rica em ecossistemas fluviais, a poluicdo plastica também se faz
presente. No Estado do Amazonas, localizado na Amazdnia brasileira, os solos dos municipios
e comunidades sdo inteiramente drenados por rios e corregos, estes denominados igarapés
(Souza; Silva; Oliveira, 2023). Recentemente, foi relatada a presenca de microplasticos no
igarapé do Mindu, localizado na regido metropolitana de Manaus, e em peixes comercializados
no municipio de Itacoatiara (Azevedo, 2023; Souza; Silva; Oliveira, 2023). Também foram
detectados microplasticos tanto nos sedimentos de rios como Solimdes, Negro e Amazonas,
como nos tratos digestivos e nas branquias de pelo menos quatorze espécies de peixes coletados
em doze rios de agua doce da Bacia Amazonica (Gerolin et al., 2020; Ribeiro-Brasil et al.,
2020).
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Figura 3. Tracajas em meio a poluicdo no lgarapé do Mindu, em Manaus—-AM.

Fonte: Em Tempo (2021).

Dos ambientes impactados pela poluigdo por plastico, os sistemas fluviais se destacam
por exercer protagonismo no transporte de residuos plasticos descartados e outros poluentes aos
oceanos, principalmente por estarem em conexdo intima com o ambiente terrestre (Souza;
Silva; Oliveira, 2023). Anualmente, apenas o rio Amazonas deposita 38.900 toneladas de
residuos plasticos no oceano Atlantico, oriundos do lixo e dos poluentes descartados nos
igarapes (Souza; Silva; Oliveira, 2023). Apesar da importancia dos ecossistemas de agua doce
no problema da poluicao por plasticos, os sistemas fluviais menores sdéo menos estudados em
comparagdo aos grandes rios e ecossistemas marinhos, onde a presenga dos plasticos e seu
impacto sdo bem documentados (Souza; Silva; Oliveira, 2023).

A poluicdo plastica nos oceanos é uma preocupacao global, manifestando-se em todas
as partes do mundo e exibindo uma concentracdo de aproximadamente 580.000 fragmentos
plasticos por quildmetro quadrado (Bahl et al., 2020). Cerca de 12,7 milhGes de toneladas de
plastico chegam aos oceanos anualmente, o que equivale a cerca de 4,6% do total de residuos
plasticos gerados por 192 paises costeiros (Saenz et al., 2019).

A predominancia dos plasticos no lixo marinho é notavel, representando 62,31% da
composigéo geral, contribuindo para 49% do lixo no leito oceénico e 81% do material suspenso
na superficie (Santacruz-Juarez et al., 2021). Em regi6es marinhas onde estao reunidas grandes
quantidades de lixo por agédo das correntes oceanicas, a grande massa de plastico suspensa na
agua resulta na atenuacdo da transmissdo de luz solar na superficie do mar, afetando

negativamente a eficiéncia fotossintética das microalgas e a produtividade dos organismos
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marinhos (Ghatge et al., 2020).

Os impactos dos residuos plasticos na vida oceéanica sdo vastos, afetando mais de 600
espécies marinhas, desde microrganismos até baleias, predominantemente por meio da ingestdo
(Bahl et al., 2020). Nos animais marinhos, 0s impactos podem ser aparentes, como
emaranhamento, impedimento da alimentacdo e morte, ou imperceptiveis, como alteraces
comportamentais ou reducdo de aptidao reprodutiva (Bahl et al., 2020).

A jornada dos MNPs nos oceanos inclui a absor¢do por organismos filtradores e
planctons, os quais, por sua vez, sdo ingeridos por diversos grupos de animais, como peixes,
mamiferos, crustdceos e moluscos, gerando a bioacumulacdo de particulas plasticas na teia
trofica (Sharma, 2018). Eventualmente, essas particulas e suas toxinas associadas contaminam
o0s seres humanos (Sharma, 2018). Até o presente momento, MNPs ja foram identificados em
uma grande variedade de tecidos e fluidos humanos, como pele, sangue, saliva, rins, fezes,
figado, pulmdes, placenta, bacgo, intestino, escarro, cabelo, leite materno, mecénio e coragdo
(Kutralam-Muniasamy et al., 2023; Yang et al., 2023; Zhu et al., 2023).

Produtos quimicos e aditivos suplementares frequentemente sdo adicionados aos
polimeros plasticos para aumentar a qualidade dos produtos finais. Esses aditivos, como
bisfenol A, bisfenol S, octilfenol e nonilfenol, compostos semelhantes a dioxina e metais
pesados, podem causar efeitos negativos na salde humana e de outros organismos.
Anormalidades reprodutivas, perturbacéo do sistema endécrino, diabetes e obesidade podem
estar relacionados a presenca de aditivos em plasticos (Temporiti et al., 2022).

Os impactos do consumo e exposic¢ao aos microplasticos por longos periodos de tempo
na salde humana ainda ndo sdo totalmente compreendidos, porém podem incluir alteracdes
cromossdmicas e também podem levar & obesidade, infertilidade e até ao cancer (Bahl et al.,
2020; Stapleton, 2021). Investigacdes em linhagens celulares humanas revelaram que a
exposicdo a microplasticos causa respostas inflamatdrias, inibe o crescimento celular, provoca
mudangas na morfologia celular e alteragcdes na microbiota intestinal (Kutralam-Muniasamy et
al., 2023).

Além dos impactos na saide humana, a poluicdo plastica também causa significativos
impactos socioeconémicos. O lixo plastico causa desconforto visual em jardins, praias e
espacos publicos, tornando-os esteticamente menos agradaveis e indiretamente aumentando os
custos sociais devido a contaminacao e poluicdo (Kumar et al., 2021). Globalmente, o lixo
plastico causa perdas econémicas nos setores de turismo, pesca e transporte maritimo. Esses
impactos tornam o custo futuro para a remediacdo de todos os plasticos dos diferentes

ecossistemas financeiramente invidvel e dispendioso (Kumar et al., 2021).
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O impacto global do pléstico é tdo acentuado que contribuiu para a definicdo do
Antropoceno, uma era geoldgica marcada pela atividade humana em que o lixo plastico se
tornou uma caracteristica distintiva (Gambarini et al., 2021; Kumar et al., 2021). O uso € 0
tratamento de residuos plasticos se tornaram um problema global. Portanto, é de necessidade
inevitavel minimizar o uso do PE e de outros plasticos e desenvolver métodos eficientes para

manejar os plasticos e seus impactos (Ghatge et al., 2020).

2.4. Métodos de descarte e manejo de plasticos

Os principais métodos atualmente empregados para 0 manejo e descarte de plasticos
abrangem varias abordagens, como a deposicdo em aterro sanitario, a incineracdo e a
reciclagem. Além desses métodos convencionais, também existem alternativas emergentes,
como a producdo de plasticos biodegradaveis e bioplasticos, e a aplicacdo da biodegradacéao
para remediacdo de areas contaminadas (Jimenez et al., 2022; Mishra; Das; Kandali, 2020).

Nos aterros sanitarios, os plasticos e outros residuos solidos sdo enterrados em uma cova
fechada com camadas espessas de protecdo para minimizar a lixiviacdo no solo e nos lencdis
freaticos (Taghavi et al., 2021). Nos paises em desenvolvimento, o aterramento ainda é o
método de descarte preferido para residuos plasticos devido as suas vantagens como op¢éo de
baixo custo de gerenciamento de residuos (Ali et al., 2021).

Figura 4. Aterro sanitario municipal de Manaus—AM.

B e

Fonte: A Critica (2018).
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A implementacdo de aterros sanitarios requer varios hectares de terra, porque a
degradacdo dos plasticos aterrados pode se estender por muitos seculos (Chaudhary et al.,
2021). A persisténcia dos residuos plasticos nos aterros por tanto tempo se deve principalmente
a disponibilidade limitada de oxigénio, criando uma condicdo anaerobica (Mishra; Das;
Kandali, 2020). Devido a falta de luz e oxigénio, a degradacao dos plasticos via foto-oxidacdo
e oxidacdo térmica ndo € viavel (Taghavi et al., 2021).

Embora as condi¢fes dos aterros sanitarios possam estimular os microrganismos
anaeradbicos, a degradacdo dos plasticos por essa via € quase nula devido a producédo de energia
ser muito baixa em relacdo a condicdo aerdbica (Taghavi et al., 2021). Um estudo demonstrou
que o polietileno, quando enterrado em condi¢bes anaerdbicas, ndo sofreu degradacédo,
mantendo sua massa e propriedades mecéanicas inalteradas mesmo apds um periodo de
incubacdo de 72 dias (Iwanczuk et al., 2015).

A incineracdo € um processo térmico no qual ar e altas temperaturas (mais de 800 °C)
sdo usados para reduzir mais de 90% dos residuos plasticos, com consequente producdo de
energia (Taghavi et al., 2021). Quando aplicada com a finalidade de recuperacéo de energia, a
incineragdo ¢ denominada ‘“reciclagem quaternaria” (Chen et al., 2021). A incineragdo
geralmente € considerada uma alternativa eficaz para lidar com o problema do plastico; no
entanto, esse processo também tem impactos negativos no meio ambiente devido a liberacéo de
poluentes na atmosfera (Ali et al., 2021).

A combustdo incompleta de plasticos e de outros residuos sélidos municipais pode
causar sérios problemas de satde devido a formacéo de gases toxicos, como dioxinas (CsHgO>),
furanos (C4H10), mondxido de carbono (CO), didxido de carbono (CO>), sulfeto de hidrogénio
(H2S), metais pesados e hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAHSs) (Taghavi et al., 2021).
Um estudo demonstrou que apenas a incineracdo do PE produz cerca de 460 mg/Kg de PAHS,
guantidade suficiente para causar problemas carcinogénicos em humanos (Li et al., 2001).

Devido a presenca de plasticos nos residuos urbanos, muitos paises ndo permitem a sua
incineracdo. Em vez disso, os plasticos sdo eliminados através de queimas abertas e
descontroladas e de deposicdo em aterros sanitarios (Alshehrei, 2017). As desvantagens
ambientais significativas do descarte de plastico por meio de aterros sanitarios e de incineragdo
estimularam o desenvolvimento dos processos de reciclagem de plastico (Mishra; Das; Kandali,
2020).

Os pléasticos mais comuns podem ser classificados em sete categorias de acordo com 0s

cddigos de reciclagem da Society of the Plastics Industry (SPI), de 1 a 7 (Chen et al., 2021)



20

(Figura 5). Ap6s serem coletados e classificados no centro de reciclagem, os residuos plésticos
de diferentes tipos passam por diferentes estratégias de reciclagem para desbloquear seu valor

potencial. Atualmente, existem quatro métodos diferentes de reciclagem de plasticos, referidos

como “reciclagem primaria”, "reciclagem secundaria”, “reciclagem terciaria”, e "reciclagem

quaternéria” (Chen et al., 2021).

Figura 5. Codigos de reciclagem dos polimeros plasticos.

DD L‘) &HOD
PET HDPE PVC LDPE PS Outros
(PUR, PA, etc.)

Fonte: O autor (2023).

Tanto a reciclagem primaria quanto a reciclagem secundaria podem ser chamadas de
reciclagem mecénica, onde os plasticos sdo classificados, lavados, triturados, derretidos e
remodelados. A principal diferenca entre as duas € que a reciclagem mecanica primaria trata
apenas de plasticos ndo contaminados, como residuos de polimeros pds-industriais ou residuos
pos-consumidor de origem conhecida, para produzir produtos com qualidades e propriedades
semelhantes as do plastico original. Um exemplo deste tipo de reciclagem é a producdo de
garrafas plasticas a partir de uma mistura de PET reciclado e PET virgem (Chen et al., 2021).

A reciclagem mecanica secundaria, por sua vez, € o principal processo empregado em
escala industrial para reciclar plasticos p6s-consumidor que contém contaminantes, incluindo
residuos de alimentos, corantes e aditivos, bem como outros plasticos. No entanto, os produtos
feitos dessa maneira frequentemente tém suas propriedades seriamente deterioradas em
decorréncia dos processos empregados na sua producdo, como, por exemplo, reacdes de
reticulacdo, reacOes de quebra de cadeia causadas por degradacdo térmica, acidos residuais e
incompatibilidade com outros plasticos (Chen et al., 2021).

A presenga de aditivos e contaminantes nos polimeros diminui tanto o rendimento
guanto a qualidade do produto recuperado durante o processo de reciclagem mecanica,
acarretando riscos potenciais a saude (Mishra; Das; Kandali, 2020). As propriedades fisico-
quimicas da maioria dos plasticos sdo seriamente comprometidas apds muitos ciclos de
reciclagem, e, assim, o valor comercial dos polimeros produzidos é eventualmente limitado (Ali
etal., 2021).
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Uma abordagem versatil em constante evolucdo para combater o desafio global do
plastico é a reciclagem terciaria, também conhecida como reciclagem quimica. Estratégias
quimicas, como a glicolise e a pirdlise, ttm o potencial de expandir os tipos de plasticos
reciclados e converter polimeros p6s-consumo em seus monémeros originais, oligbmeros ou
novas matérias-primas quimicas. A despolimerizagdo de plésticos reciclados pode gerar
monomeros iniciais, e sua repolimerizacdo pode produzir materiais com qualidades de grau
virgem, desde que os monémeros tenham uma pureza suficiente (Chen et al., 2021).

Atualmente, somente polimeros que contém oxigénio em sua cadeia, como poliésteres,
policarbonatos e poliamidas, podem ser facilmente despolimerizados em mondmeros por meio
de ataques nucleofilicos na ligacdo C=0 para facilitar a quebra da ligagdo C-O ou C-N (Chen
et al., 2021). Esse processo também é chamado de solvdlise, e, dependendo do grupo funcional
alvo, pode ser subdividido em hidrdlise, alcodlise, metandlise, glicdlise, fosfordlise, amondlise
e aminolise, por exemplo (Chen et al., 2021).

Em contraste, alguns polimeros ndo podem ser facilmente despolimerizados em seus
mondmeros originais por meio de reacdes de sintese reversa. Além disso, alguns métodos de
reciclagem quimica ainda sdo intensivos em energia e ndo sao seletivos, resultando em misturas
complexas de 6leos, ceras, gases e carvao, que precisam ser processadas posteriormente. O
progresso na reciclagem de polimeros que contém apenas ligacdes C-C em sua cadeia principal,
como PE, PP, PVC e PS, é muito mais lento devido ao alto consumo de energia (Chen et al.,
2021).

Na reciclagem quaternéria, realizada por incineracdo, os plasticos descartados sdo
queimados para gerar calor para a geracdo de eletricidade, pois possuem um valor de
aquecimento alto, entre 20 e 40 MJ/Kg, que é comparavel ao do petroleo bruto (45 MJ/KQ)
(Chen et al., 2021). A recuperacao de energia por meio da incineracdo de residuos plasticos é
adotada por muitos paises para economizar espaco em aterros sanitarios e fornecer algum
beneficio ambiental, compensando a producdo de energia a base de combustiveis fésseis. No
entanto, essa abordagem é altamente controversa devido a baixa eficiéncia na recuperacéo de
energia, juntamente com o risco de emissdes perigosas de compostos potencialmente
carcinogénicos e gases de efeito estufa. Além disso, a distribuicdo desigual de usinas de
incineracdo pode levantar preocupacdes sobre justica ambiental (Chen et al., 2021).

Dentre os sete codigos de reciclagem SPI para plasticos, o PET e o PE sdo os polimeros
mais reciclados (Chen et al., 2021). A coleta seletiva, seguida de triagem mecanica e
reciclagem, tornou-se gradualmente o método preferencial para a reutilizagdo dos residuos de

termoplasticos (Ali et al., 2021). No entanto, os seus processos de reciclagem séo dispendiosos
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e relativamente ineficientes, principalmente devido a a presenca de aditivos e impurezas nos
plasticos e a reducdo da qualidade dos produtos finais (Mishra; Das; Kandali, 2020).

Um estudo recente quantificou a substitutibilidade de PE reciclado em diferentes
aplicacdes. Fatores de qualidade de reciclagem e valores de substitutibilidade foram calculados
para trés tipos de PE reciclado em quatro categorias de aplicacédo: filme, garrafa, injetado rigido
e injetado flexivel. Os resultados variaram de bons a excelentes para as aplica¢fes previstas,
mas mostraram baixa substitutibilidade em outras aplicacdes, indicando funcionalidade
significativamente reduzida, ou até mesmo inadequacao (Demets et al., 2021).

A reciclagem é considerada uma estratégia vidvel para lidar com o PE; no entanto, os
dados sobre as taxas de reciclagem mostram que apenas cerca de 10% do HDPE e 6% do LDPE
sdo adequadamente reciclados (Spina et al., 2021). Infelizmente, a atual taxa geral de
reciclagem de plasticos é decepcionantemente baixa (Chen et al., 2021). No Brasil, estima-se
que em 2020 apenas 23,1% dos plasticos produzidos foram reciclados, o restante tendo como
destino aterros sanitarios, lixfes a céu aberto, vias publicas, solo e corpos hidricos (Queiroz et
al., 2022).

O impacto negativo do acumulo de plasticos pds-consumo pode ser minimizado
substituindo os plasticos sintéticos por plasticos biodegradaveis, e por bioplasticos (Bacha et
al., 2023; Jimenez et al., 2022). Os pléasticos biodegradaveis sdo polimeros desenvolvidos com
0 proposito de se degradarem em ambientes naturais ou unidades de tratamento de residuos
bioldgicos, apresentando potencial para novas abordagens na gestdo de residuos (Alshehrei,
2017).

Os plasticos biodegradaveis podem ser derivados tanto de biomassa quanto de petréleo
(Jimenez et al., 2022). Atualmente, diversas indUstrias locais tém fabricado sacolas plasticas
biodegradaveis ou parcialmente biodegradaveis, utilizando aditivos como carboidratos, como
0 amido. Esses materiais se degradam quando expostos a radiacdo UV e também sdo suscetiveis
a decomposicao por microrganismos (Bahl et al., 2020).

Os bioplasticos, por sua vez, sao materiais inteiramente ou parcialmente derivados de
biomassa ou outras fontes renovaveis, como culturas alimentares, mantendo a mesma fungéo
dos plasticos convencionais (Chia et al., 2020). Os bioplasticos podem desempenhar um papel
vital no desenvolvimento sustentavel de uma sociedade, pois utilizam recursos renovaveis,
reduzem as emissdes de CO> durante a sua fabricagéo e tém um menor impacto no ambiente
apos o descarte (Bacha et al., 2023).

Os bioplasticos podem ser compostos por diversos materiais com propriedades distintas

e sdo geralmente divididos em trés grupos principais: 1. Plasticos baseados em biomassa, néo-
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biodegradaveis, como PE, PP, PET, politereftalato de trimetileno (PTT) ou elastdmeros de
poliéster (TPC-ET); 2. Plasticos baseados em biomassa e degradaveis, como &cido polilético
(PLA), PHA, amido, celulose; 3. Plasticos derivados de recursos fosseis, mas biodegradaveis,
como poliadipato de butileno tereftalato (PBAT) (Chia et al., 2020).

Diversas fontes bioldgicas podem ser empregadas na fabricacdo de bioplasticos,
notavelmente culturas agricolas como milho, trigo, proteinas de soja, proteinas do leite,
colageno e gelatina (Chia et al., 2020). Contudo, a utilizacdo dessas matérias-primas levanta
questdes sobre a sua sustentabilidade, especialmente em relacdo a competicao pelos recursos
terrestres e hidricos para o consumo humano. Além disso, a extracdo de compostos, sobretudo
polimeros de plantas para a sintese de bioplasticos, é desafiada pela presenca da parede celular
vegetal (Chia et al., 2020).

A taxa de sucesso na substituicdo dos plasticos tradicionais por plasticos biodegradaveis
ainda é limitada, devido as suas estruturas complexas e ao conhecimento limitado sobre as
condices ideais para a sua degradacdo rapida e eficiente (Mishra; Das; Kandali, 2020). Além
disso, a producéo global de plasticos biodegradaveis ainda € restrita, estimada em apenas cerca
de 4 milhdes de toneladas (Bahl et al., 2020).

Embora a tecnologia dos bioplasticos possibilite a redugdo da producdo de plésticos
sintéticos, ela ndo representa uma solucdo melhor para a lenta taxa de degradacéo destes Ultimos
e seu acimulo na natureza (Ekanayaka et al., 2022). Como alguns bioplasticos ndo séo
biodegradaveis e outros se degradam naturalmente até certo ponto, também sera necessario
estudar e desenvolver métodos de biodegradacdo efetivos para eles, assim como para 0s
plasticos sintéticos (Ekanayaka et al., 2022).

A variedade de métodos empregados para manejar 0s residuos plasticos evidencia a
busca do ser humano por solucdes para minimizar os efeitos nocivos causados pelo acimulo
destes polimeros. Neste sentido, a biodegradacdo surgiu como alternativa de manejo que busca
abordar esta problematica de modo a contornar as limitacbes e impactos s6cio-econémicos e

ambientais dos métodos convencionais.
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2.5. Biodegradacao de plésticos — Aspectos gerais

A degradacao de plasticos é um processo que envolve mudancas nas propriedades do
polimero, acompanhadas por uma perda de funcionalidade devido a processos quimicos, fisicos
e bioldgicos. Isso resulta na quebra das ligagGes das cadeias poliméricas (Oliveira et al., 2023).
A degradacdo é limitada e depende das caracteristicas do plastico, além de fatores bidticos e
abioticos.

A degradacdo abiética pode ser subdividida em varias categorias, como fotodegradacao
(causada pela luz), degradacdo térmica (devido ao calor), degradacdo mecanica (por forcas
externas) e degradacdo quimica (incluindo hidrélise e oxidacao) (Oliveira et al., 2023).

A degradacdo bidtica, ou biodegradacéo, por outro lado, é definida como o processo que
envolve a decomposicdo de um material por organismos vivos, principalmente microrganismos,
onde as cadeias poliméricas servem como substrato organico. Nesse processo, 0s monémeros
que compdem o plastico passam por modificacOes através da mineralizacdo, transformando-se
através do metabolismo do organismo (Oliveira et al., 2023; Yasin; Akkermans; Van Impe,
2022).

A biodegradacdo de plasticos normalmente ocorre em quatro etapas: biodeterioracao,
biofragmentacdo, bioassimilacdo e mineralizagcdo (Mohanan et al., 2020; Zhang et al., 2023)
(Figura 6). Durante a biodeterioragdo, os microrganismos colonizam o plastico, formando um
biofilme ou uma rede micelial. Nesta fase, ocorre uma degradacéo superficial, fragmentando o
plastico em particulas menores.

A biofragmentagéo ocorre quando 0s microrganismos secretam enzimas extracelulares,
catalisando as cadeias poliméricas em oligdmeros, dimeros ou monémeros. Na etapa de
bioassimilacdo, as moléculas resultantes da biofragmentacdo sdo absorvidas pela célula
microbiana, levando a producédo de metabdlitos.

Finalmente, na mineralizagdo, esses metabdlitos sdo transformados e entram no ciclo do
acido citrico (Ciclo de Krebs) para geracdo de energia, biomassa e produtos metabolicos,
enquanto os microrganismos entram em uma fase de escassez (La Fuente; Maniglia; Tadini,
2022; Mohanan et al., 2020). A biodegradacéo € considerada completa apenas quando ocorre a

mineralizacdo (Yasin; Akkermans; Van Impe, 2022).
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Figura 6. Etapas da biodegradacdo microbiana de plasticos.
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O processo catabdlico dos plasticos envolve etapas sequenciais com diferentes
compostos monomeéricos, como etilenoglicol, éacido adipico, acido tereftadlico (TPA) e
metilenodianilina (MDA), que podem facilmente entrar nas células microbianas (Okal et al.,
2023). Esses compostos sdo entdo atacados por oxidases e hidrolases intracelulares produzidas
por vacuolos no citosol, sendo convertidos em acetil-CoA, um metabdlito crucial que entra no
ciclo do &cido citrico, onde é oxidado para gerar energia (ATP), e produtos metabélicos finais
(Okal et al., 2023) (Figura 7).



Figura 7. Via metabolica de degradagdo flngica de Polietileno.
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Fonte: Adaptado de Okal et al. (2023).
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Na biodegradacdo aerdbica, que ocorre na presenca de oxigénio, os polimeros séo
convertidos em CO2, H20 e biomassa. Na biodegradacdo anaerdbica, na auséncia de oxigénio,
0s produtos finais incluem CHas, CO2, H20 e biomassa (La Fuente; Maniglia; Tadini, 2022;
Oliveira et al., 2023). Plasticos geralmente se degradam aerobicamente na natureza,
anaerobicamente em sedimentos e aterros sanitérios, e parcialmente aerobicamente no solo
(Alshehrei, 2017).

As propriedades fisico-quimicas dos plasticos tornam sua biodegradacdo desafiadora,
pois eles sdo um substrato de crescimento fraco, que requer uma quantidade maior de energia
para despolimerizar (Ali et al., 2021; Jimenez et al., 2022). No entanto, certos microrganismos
tém mostrado potencial para degradar rapidamente polimeros sob condi¢cdes de estresse,
produzindo enzimas como proteases, lipases e cutinases, entre outras (Mishra; Das; Kandali,
2020).

Quando expostos a uma pressdo seletiva alta, os microorganismos tendem a evoluir
muito rapidamente devido a sua alta plasticidade genémica, versatilidade, capacidade de trocar
eficientemente materiais genéticos e de combinar adequadamente as vias catabdlicas desejadas
(Okal et al., 2023).

Devido a producao em massa e ao descarte de pléasticos desde a década de 1950, Jimenez
et al. (2022) sugerem que as enzimas microbianas que naturalmente degradam substratos
organicos como a lignocelulose evoluiram e adaptaram novas estratégias para atuar nos
plasticos.

Ainda existem muitas questdes em aberto sobre a evolu¢do de microrganismos que
degradam plasticos e suas enzimas. No entanto, a maioria dos geneticistas microbianos apoia 0
conceito de enzimas ja existentes terem mudado e adquirido a capacidade de quebrar ligacGes
de polimeros plasticos (Okal et al., 2023).

Considerando que 0s microrganismos também demonstraram ter adquirido
exclusivamente a capacidade de metabolizar poluentes antropogénicos usados na agricultura
(como pesticidas e herbicidas) por meio da evolucéo, a ideia de uma mudanca evolutiva que
auxiliou as enzimas microbianas a utilizar substratos sintéticos tem sido bem aceita e
atualmente € considerada uma explicacdo aceitvel para o fendmeno da biodegradagdo de
plasticos (Okal et al., 2023).

Entre outras estratégias para reduzir os impactos negativos dos plasticos a base de
petroleo na biosfera, a exploracdo da diversidade microbiana para atividades de transformacéo
de plasticos € um tépico oportuno e altamente relevante em todo 0 mundo (Jimenez et al., 2022).

A transformacé@o microbiana de polimeros sintéticos é amplamente discutida pela comunidade
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cientifica. No entanto, a nossa compreensao ecoldgica e mecanicista holistica da transformacao
de plésticos por comunidades microbianas e suas enzimas ainda esta em seus estagios iniciais
(Jimenez et al., 2022).

As pesquisas cientificas em biodegradacao do polietileno e outros plasticos podem ser
divididas em trés vertentes. A biodegradacdo é estudada em: 1. Laboratdrio, com o plastico
sendo cultivado com microrganismos em meio artificial e condigdes controladas e definidas; 2.
Enterro simulado, ainda realizado em laborat6rio, mas com o plastico sendo enterrado em meio
complexo constituido de amostras ambientais como solo ou composto, e condi¢des controladas;
e 3. Campo, com o plastico enterrado em diferentes tipos de solo e em condi¢fes naturais
(Haider et al., 2018; Montazer; Najafi; Levin, 2020).

Cada abordagem de estudo da biodegradacao apresenta vantagens e desvantagens. Os
estudos de enterro simulado e de campo possuem maior relevancia pratica por estarem mais
proximos das condicOes naturais de biodegradacdo, mas sdo mais dificeis de monitorar e
avaliar. Os estudos laboratoriais, por sua vez, estdo mais distantes das condicOes reais de
degradacdo devido a sua ambientacdo artificial, portanto tém menor relevancia pratica. No
entanto, as suas condicdes controladas e bem definidas permitem uma melhor compreenséao dos
mecanismos moleculares envolvidos na biodegradacéo do PE e de outros plasticos (Haider et
al., 2018). Nesse sentido, os estudos laboratoriais tém sido mais abundantes na literatura
cientifica.

Os estudos laboratoriais de degradacdo de polietileno e outros plasticos em geral séo
realizados atraveés do cultivo de amostras do plastico com microrganismos isolados ou
consarcios de microrganismos em fermentacao submersa (Perera et al., 2022; Shanahwaz et al.,
2019). Menos frequentemente, alguns experimentos também séo realizados em meio solido
(Brunner et al., 2018; Munir et al., 2018). O meio de cultura empregado em geral é composto
de sais minerais e as fontes de nitrogénio e carbono sdo significativamente limitadas ou
ausentes, de modo a estimular o uso do plastico pelos microrganismos como fonte de energia.

Segundo Okal e colaboradores (2023), o pré-tratamento do plastico com fatores
abioticos como radiacdo UV e calor e 0 uso de surfactantes como Tween 80 podem acelerar 0
processo de degradacéo, facilitando o acesso dos microrganismos as cadeias poliméricas dos
plasticos. O pre-tratamento inicia a degradacao e cria pontos de acesso para a acao das enzimas
microbianas na estrutura do polimero, enquanto o surfactante aumenta a solubilidade dos
plasticos mais hidrofobicos (Okal et al., 2023). Variavelmente, estudos de degradacdo tem
empregado estas abordagens para acelerar os experimentos (Gomez-Méndez et al., 2018;
liyoshi; Tsutsumi; Nishida, 1998).



29

A biodegradacéo de plésticos é um processo complexo e sequencial, onde cada estagio
é influenciado por uma gama de fatores bidticos e abidticos. Portanto, ndo hd uma metodologia
Unica capaz de avaliar com precisdo 0 processo em sua totalidade. Dessa forma, maultiplos
métodos analiticos sdo empregados para avaliar e evidenciar os diferentes estagios da
biodegradacéo.

Segundo Alshehrei (2017), em linhas gerais, exemplos de diferentes metodologias
empregadas nos estudos de biodegradacéo incluem:

1. Observacdes visuais: A avaliacdo de mudancas visiveis em plasticos pode ser
realizada em quase todos os testes. Os efeitos usados para descrever a degradacdo incluem o
enrugamento da superficie, formacdo de buracos ou rachaduras, desfragmentacdo e mudangas
na cor ou formacdo de biofilmes na superficie. Essas mudancgas ndo comprovam a presenca de
um processo de biodegradacdo em termos de metabolismo, mas o pardmetro de mudancas
visuais pode ser usado como uma primeira indicacdo de ataque microbiano. Para obter
informacdes sobre 0 mecanismo de degradacéo, observagdes mais sofisticadas podem ser feitas
usando microscopia eletrénica de varredura (MEV), microscopia éptica de transmissdo ou
microscopia de forca atbmica (AFM);

2. Avaliacdo das mudancas nas propriedades fisicas: Propriedades como
densidade, angulo de contato, viscosidade, distribuicdo de peso molecular, temperatura de
fusdo, temperatura de transicdo vitrea, e mudancas nas regides cristalinas e amorfas podem ser
medidas usando diversas técnicas analiticas, como, por exemplo, a difracdo de raios-X. A
biodegradabilidade também € avaliada pela perda de peso, perda de resisténcia a tracao,
mudancas na elonga¢do e mudancas na massa molar do polimero;

3. Avaliacdo das mudancas nas propriedades quimicas: Em meios sintéticos, a
formacdo ou desaparecimento de grupos funcionais no polimero podem ser medidas,
principalmente por espectroscopia em infra-vermelho por transformada de Fourier (FTIR). O
peso molecular e a distribuicdo do peso molecular dos produtos ou intermediarios de
degradacdo podem ser observados por técnicas como cromatografia em camada delgada (TLC),
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas (GCMS) e ressonancia magnética
nuclear (NMR);

4. Evolugdo de CO- e consumo de O2: Em condigdes aerdbicas, 0s microbios usam
oxigénio para oxidar o carbono e formar dioxido de carbono como um importante produto
metabdlico. O consumo de oxigénio (teste de respirometria) ou a formagdo de dioxido de
carbono (teste de strum) sdo os métodos mais comumente usados para avaliar a mineralizacao

em testes de laboratorio, pois fornece informacdes diretas sobre a bioconverséo da estrutura de
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carbono do polimero para produtos metabdlicos. Quando sdo utilizados organismos
anaerobicos, a tecnica de cromatografia gasosa pode ser utilizada para avaliar 0s gases
produzidos pela bioconversdo metabolica;

5. Marcacdo radioativa: € uma técnica usada principalmente para investigar
materiais de degradagédo lenta em uma matriz que contenha fontes de carbono diferentes dos
plasticos;

6. Teste de "zona clara": Este é um teste biologico simples no qual o polimero é
disperso como particulas muito finas em meio sintético de agar, o que resulta em uma aparéncia
opaca no agar. Apos a inoculagdo com microrganismos, a formagdo de um halo claro ao redor
da colonia indica que os organismos séo pelo menos capazes de realizar a biodeterioracdo. Esse
método € geralmente aplicado para rastrear organismos que podem degradar um determinado
composto sintético.

Apesar da diversidade de metodologias laboratoriais empregadas, elas ainda néo séo
adequadamente padronizadas e otimizadas, enfrentando dificuldades de reprodutibilidade de
seus resultados (Jimenez et al, 2022).

Embora apresente desafios e esteja em constante aprimoramento, a biodegradacéo ainda
é vista como um método apropriado para eliminar plasticos do ambiente, proporcionando um
descarte mais limpo e com impacto ambiental minimo (Oliveira et al., 2023). A degradacéo por
processos microbianos e enzimaticos é uma estratégia promissora para despolimerizar residuos
plasticos em monémeros para reciclagem ou para mineraliza-los em diéxido de carbono, agua
e biomassa, enquanto produz bioprodutos de maior valor (Mohanan et al., 2020). A
biodegradacdo, portanto, pode ser considerada a estratégia mais vantajosa para manejar 0s
impactos do PE.

2.6. Biodegradacéao do polietileno — Desafios e perspectivas

O polietileno é um material notoriamente recalcitrante e inerte, o que o torna de dificil
degradacdo no ambiente, mesmo apos longos anos de sepultamento em aterros (Ghatge et al.,
2020). O PE e 0 PP sdo coletivamente conhecidos como poliolefinas, materiais inertes que néo
sdo propensos a degradacao devido as suas estruturas hidrofobicas, alto peso molecular e aos
antioxidantes e estabilizadores adicionados durante sua fabricagdo (Mohanan et al., 2020). O
PE é considerado ndo-biodegradavel, como determinado por métodos de padrdo internacional
(por exemplo, 1ISO 17556, 1SO 14851 e ASTM D6991) (Jimenez et al., 2022).

A degradacdo do PE é mais complexa em comparagcdo com outros tipos de plastico,
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devido a trés fatores principais: a estrutura linear de carbono, que confere ao pollimero alta
hidrofobicidade; a presenca de antioxidantes e estabilizadores que proporcionam resisténcia a
oxidacdo abidtica; e o elevado peso molecular, que dificulta o processo de degradacédo (Sangale;
Shahnawaz; Ade, 2019).

Dentre os tipos de PE, o HDPE é considerado mais recalcitrante devido ao seu processo
de fabricacdo catalitico e a sua estrutura pouco ramificada, o que resulta em interacGes
intermoleculares mais fortes e maior resisténcia em comparacdo com o LDPE (Ghatge et al.,
2020). Além disso, a massa molar do HDPE é significativamente maior, o que dificulta o acesso
de microrganismos e suas enzimas as suas cadeias poliméricas (Mohanan et al., 2020). Por
outro lado, o LDPE é menos resistente do que o HDPE, devido a sua estrutura ramificada, que
torna suas cadeias mais acessiveis, e aos carbonos terciarios nos pontos de ramificacédo, que sdo
mais suscetiveis a agdo microbiana (Mohanan et al., 2020).

Desde a descoberta do PE, diversas estratégias tém sido adotadas para sua eliminacao,
como a deposicdo em aterros, incineracao, reciclagem, producdo de plasticos biodegradaveis,
fabricacdo de concreto com base em plastico para a construcdo de estradas, obtencdo de
combustivel e biodegradacdo (Sangale; Shahnawaz; Ade, 2019). Como discutido
anteriormente, estes métodos em geral apresentam vantagens e desvantagens, mas ainda se
mostram desafiadores e com taxas de sucesso insuficientes para remedia-lo de forma efetiva
em escalas reais. Além disso, eles tém impactos negativos no meio ambiente e na economia
(Sangale; Shahnawaz; Ade, 2019).

Nos ultimos anos, a biodegradacdo microbiana tem sido explorada como uma alternativa
ecologicamente amigavel e economicamente vidvel para o gerenciamento de residuos plasticos
(Okal et al., 2023). Esse método é considerado mais aceitdvel e ambientalmente correto,
resultando em substancias menos téxicas em comparacdo com abordagens fisico-quimicas de
descarte (Sangale; Shahnawaz; Ade, 2019; Shankar et al., 2019).

A literatura cientifica contém um nUmero considerdvel de relatorios sobre a
biodegradacdo de plasticos, com destaque para o PE (Montazer; Najafi; Levin, 2020). A
biodegradacdo do PE envolve o uso de microrganismos ou comunidades microbianas que
transformam e consomem o polimero como fonte de energia, resultando em alteracfes em suas
propriedades fisico-quimicas, como perda de peso, mudancas na estrutura e, por fim,
transformacéo do carbono em biomassa (Ghatge et al., 2020).

O primeiro estudo de biodegradacdo do PE usando culturas puras foi conduzido por Lee
e colaboradores (1991), que utilizaram cepas de bactérias Streptomyces e o fungo basidiomiceto

Phanerochaete chrysosporium. As cepas bacterianas Streptomyces setonii 75Vi2, Streptomyces
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badius 252 e Streptomyces viridosporus T7A degradaram ativamente a amostra de teste, com
reducdo de 50% na resisténcia a tracdo. No entanto, virtualmente nenhuma degradacédo foi
observada pelo fungo.

Posteriormente, em 1998, liyoshi, Tsutsumi e Nishida investigaram a degradacéo de PE
por fungos basidiomicetos, incluindo Trametes versicolor, P. chrysosporium e uma cepa de
basidiomiceto ndo identificada. Foram observadas mudancas significativas no peso molecular,
na resisténcia a tracéo e no elongamento relativo do plastico, bem como a producédo de enzimas
oxidativas pelos fungos. Esses foram os primeiros indicios da deterioracdo do PE por fungos.

Desde entdo, varios pesquisadores tém estudado a biodegradacdo de PE por
microrganismos em laborat6rio. Em muitos desses estudos, os microrganismos sdo cultivados
com o plastico em meios de cultura com disponibilidade limitada de nutrientes (Aderiye et al.,
2019, Chaudhary et al., 2021, Perera et al., 2022). Nestes estudos, em geral os principais
métodos empregados para avaliar a degradacdo do PE sdo a perda de massa da amostra, as
mudancas estruturais do polimero sob Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e
modificacdes quimicas de grupos funcionais usando Espectroscopia em Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) (Ghatge et al., 2020).

A medida da perda de massa é 0 método mais simples para monitorar a biodegradacédo
do polietileno (Montazer; Najafi; Levin, 2020). Outros métodos analiticos também sao
empregados para avaliar a biodegradacdo do PE em um nivel quantitativo, como medidas de
mudancas na resisténcia a tracdo, cristalinidade e absorcao de agua do PE (Eldin et al., 2022;
Malachova et al., 2020; Munir et al., 2018; Perera et al., 2022; Sangale; Shahnawaz; Ade,
2019). Alguns autores também avaliaram a producgdo de CO; durante o cultivo, a quantidade de
biomassa ap6s o crescimento e a produgdo de enzimas de diferentes tipos, principalmente
enzimas oxidativas (Khruengsai; Sripahco; Pripdeevech, 2021; Perera et al., 2022; Singh;
Gupta, 2014).

Conforme apontado por Santacruz-Juérez et al. (2021), fatores enzimaticos e abioticos
podem mediar a oxidagdo inicial das cadeias de polietileno. As condi¢cbes ambientais
influenciam os microrganismos e a via de degradacdo envolvidos no processo (Sangale;
Shahnawaz; Ade, 2019). Dependendo do microrganismo, as condi¢es de cultura, cepas e
enzimas envolvidas na degradacao do PE podem variar (Venkatesh et al., 2021).

O pré-tratamento abidtico de polimeros usando agentes fisicos e quimicos acelera
consideravelmente o processo de biodegradacédo, especialmente para poliolefinas (Okal et al.,
2023). Para que o processo de biodegradacdo do PE possa ser estudado em condigOes

controladas, € essencial acelera-lo por meio do pré-tratamento das amostras de plastico com
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fatores abidticos, como calor e luz ultravioleta, para que os microrganismos possam degradar
as cadeias dos polimeros em um curto espaco de tempo (Montazer; Najafi; Levin, 2020).

A degradacéo das cadeias poliméricas do PE é iniciada por luz ultravioleta, calor térmico
e produtos quimicos oxidantes. Estudos de degradacdo microbiana, particularmente em
poliolefinas, frequentemente realizam um pré-tratamento abiético, onde o polimero é primeiro
oxidado sob luz UV ou pro-oxidantes antes de ser hidrolisado por microrganismos (OKkal et al.,
2023). Essa oxidacdo gera grupos funcionais de carbonila e éster, que servem como alvos para
enzimas microbianas como peroxidase, oxidase, hidrolase, cutinase e lipase (Okal et al., 2023).
A exposigao dos pléasticos ao pré-tratramento abiotico também cria radicais e produtos oxidados
que desencadeiam reagdes quimicas, resultando na deterioracdo do polimero (Malachové et al.,
2020).

Uma outra abordagem menos frequente nos estudos de degradacdo do PE € o uso de
surfactantes no meio de cultura. Sendo o PE altamente hidrofébico, os surfactantes podem
aumentar a sua solubilidade, facilitando o contato com as células microbianas e suas enzimas
(Okal et al., 2023). Além disso, foi sugerido que o surfactante pode aumentar a atividade de
enzimas oxidativas (liyoshi; Tsutsumi; Nishida, 1998). Como muitos microrganismos sdo
capazes de produzir surfactantes biologicos naturalmente, essa abordagem necessita de maior
investigacao.

A literatura sugere que a biodegradacdo do PE pelo efeito combinado de fatores
abioticos e biodticos tem se mostrado produtiva, € que microrganismos potenciais degradadores
de PE precisam ser isolados de todas as fontes disponiveis, seguidos de triagem e confirmacéo
dos isolados mais eficientes (Chaudhary et al., 2021; Sangale; Shahnawaz; Ade, 2019).
Microrganismos capazes de degradar o PE foram isolados de amostras de solo contaminado,
agua do mar, composto e de lodo ativado (Mohanan et al., 2020). Na maioria dos estudos
realizados, os microrganismos sao identificados por meio de técnicas de biologia molecular
(Aderiye et al., 2019; Malachova et al., 2020; Perera et al., 2022).

Entre os polimeros sintéticos mais estudados, o PE foi relatado como sendo degradado
pelo maior numero de tdxons degradadores de plastico conhecidos até 0 momento, incluindo
55 espécies bacterianas e 24 fungicas (Gambarini et al., 2021). Exemplos de géneros de
bactérias degradadoras de polietileno incluem Pseudomonas, Ralstonia, Stenotrophomonas,
Rhodococcus, Staphylococcus, Streptomyces, Bacillus, Micrococcus, Serratia e Streptococcus
(Danso; Chow; Streita, 2019; Venkatesh et al., 2021). Exemplos de géneros de fungos
degradadores de polietileno, por sua vez, incluem Aspergillus, Cladosporium, Penicillium,

Rhizopus, Pleurotus, Phanerochaete e Trametes (Danso; Chow; Streita, 2019; Venkatesh et al.,
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2021).

Em meio & grande variedade de microrganismos citados na literatura cientifica, os
fungos se destacam por apresentar grande potencial para a biodegradacdo de PE e de outros
plasticos (Montazer; Najafi; Levin, 2020). Este potencial os tornam alguns dos microrganismos
mais extensivamente estudados para esta aplicacdo biotecnoldgica, além das bactérias (Okal et
al., 2023).

2.7. Biodegradacéao de polietileno por fungos e suas enzimas

A biodegradacao de polietileno por fungos é um tema de interesse crescente, explorando
as caracteristicas unicas do Reino Fungi. Este taxon abrange uma ampla diversidade de
organismos eucarioticos, notaveis por serem heterotroficos, ndo possuirem clorofila, possuirem
nutrigdo absortiva por endocitose e exocitose, e reproduzirem-se por meio de esporos (Li et al.,
2023; Sénchez, 2020).

Os fungos sd@o um grupo taxonomicamente diverso, com um numero estimado de 1,5
milhdo de espécies, das quais foram identificadas cerca de 69 mil (Akpasi et al., 2023; Fortuna,
2020). Classificagbes taxondmicas recentes tém se baseado em andlises moleculares e
filogenéticas para determinar as relacGes evolutivas entre os diferentes grupos de fungos,
complementando os métodos tradicionais baseados em caracteres morfoldgicos (Tedersoo et
al., 2018). Com base nessas analises, o Reino Fungi atualmente subdivide-se em nove sub-
reinos e 18 filos, dos quais 0s que abrangem o maior nimero de espécies descritas Sao
Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Zoopagomycota,
Glomeromycota, Mucoromycota, Ascomycota e Basidiomycota (Fortuna, 2020; Tedersoo et
al., 2018).

No Reino Fungi, os filos Ascomycota e Basidiomycota cobrem cerca de 97% de todas
as especies de fungos (He et al., 2019). O filo Ascomycota compreende o maior grupo do reino
Fungi, constituindo aproximadamente 75% de todos os fungos descritos (Fortuna, 2020). O filo
Basidiomycota, por sua vez, € o grupo mais icénico do reino Fungi, incluindo fungos
popularmente conhecidos como cogumelos e orelhas de pau (Fortuna, 2020).

A morfologia fungica é diversificada, abrangendo formas unicelulares, como leveduras,
e pluricelulares, como bolores, mofos e cogumelos (Fortuna, 2020). Os fungos pluricelulares
ndo possuem tecidos verdadeiros, sendo a sua estrutura composta por hifas e micélio. As hifas
sdo células cilindricas alongadas, que podem ser apociticas (septadas) ou cenociticas (sem

septos). O micélio € um conjunto de hifas, dividindo-se em micélio vegetativo, para fixagéo e
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absorcdo de nutrientes, e micelio reprodutivo, responsavel pela formacdo de estruturas
reprodutivas (Fortuna, 2020). Morfologicamente, os fungos também podem ser classificados
em microfungos e macrofungos, com base em seu tamanho e visibilidade macroscépica
(Fortuna, 2020).

Os fungos exibem um crescimento continuo das hifas, ocorrendo principalmente nas
suas extremidades (crescimento apical). Eles sdo notaveis por seu crescimento lento e habito
heterotrofico, dependendo da absorcdo de nutrientes para obtencdo de energia. Sua respiracao
¢ predominantemente aerdbica, mas alguns grupos, como as leveduras, sdo anaerdébios
facultativos, adaptando-se a diferentes condi¢es de oxigénio. Eles séo aclorofilados, mas
apresentam diversos tipos de pigmentos. Os fungos reproduzem-se tanto assexuadamente,
guanto sexualmente (Fortuna, 2020).

Os fungos possuem um amplo repertério de estratégias reprodutivas. Na reproducéo
assexuada, podem formar estruturas de resisténcia, como artrosporos, resultantes da
fragmentacdo de uma hifa em células menores, ou clamidosporos, onde células terminais ou
intercaladas aumentam de tamanho e desenvolvem paredes espessas. A fissdo celular, o
brotamento e a esporulacdo por mitose sdo outras estratégias de reproducdo fangica assexuada
(Fortuna, 2020).

Na reproducdo sexuada, os esporos sdo produzidos por meiose celular e envolvem
etapas de plasmogamia e cariogamia. Na plasmogamia, duas hifas de micélios haploides de
tipos reprodutivos compativeis se encontram e seus citoplasmas se fundem. Em seguida, na
cariogamia, ocorre a fusdo dos nucleos, formando um micélio diploide, que dara origem a
estruturas de reproducdo onde sdo produzidos esporos haploides através da meiose (Fortuna,
2020).. Dependendo do grupo taxondmico, diferentes tipos de esporos sexuais podem ser
produzidos, como zodsporos, zigdsporos, ascosporos e basididsporos, cada um com seu préprio
mecanismo de formacdo e disseminacdo (Fortuna, 2020). Essa variedade de estratégias
reprodutivas contribui para a diversidade e adaptacao dos fungos em seu ambiente.

Os fungos sdo organismos ubiquos, ou seja, podem ser encontrados em todos 0s tipos
de ambientes, desde solos, rios, mares, até dentro do corpo humano (Fortuna, 2020). Esses
organismos podem ser saprotréficos, ou seja, decompositores de matéria morta, ou associados
obrigatorios ou oportunistas, mutualistas, parasitas ou patdgenos (Sanchez, 2020). Alguns sé&o
simbioticos com plantas ou com algas, formando liquens, e alguns séo parasitas de plantas,
animais ou outros organismos (He et al., 2022).

Os fungos sdo organismos essenciais nos ecossistemas, pois decompdem a matéria

morta e reciclam nutrientes, quebrando compostos organicos complexos em moléculas simples



36

(HE et al., 2022). Muitos fungos sdo notaveis pelo seu habito lignicola, decompondo madeira
e outros materiais de origem vegetal. A degradacdo bioldgica da madeira na natureza é
principalmente causada por ascomicetos e basidiomcietos. Como as plantas lenhosas reservam
uma quantidade enorme de carbono fixado fotossinteticamente na Terra, os fungos lignicolas
tém um impacto ecolégico significativo no ciclo global do carbono (Makeld; Hildén; Kuuskeri,
2021).

Os fungos sdo uma rica fonte de enzimas e tém a capacidade de sobreviver em ambientes
hostis, com pH &cido, baixa disponibilidade de nutrientes e baixo teor de umidade (Montazer;
Najafi; Levin, 2020). Em consonéncia com sua alta capacidade de adaptacdo, os fungos
desenvolveram vérias estratégias para neutralizar numerosos compostos complexos para
obtencdo de energia e nutrientes, alguns deles substancias poluentes e toxicas (Sanchez, 2020).
Essas estratégias incluem: a capacidade de adsorcdo e penetracdo hifal, a producdo de
biossurfactantes naturais, e um poderoso sistema enzimatico, que Ihes permitem usar polimeros
como fonte de carbono e elétrons, fornecendo-lhes materiais celulares e energia (Sanchez,
2020).

A maioria dos fungos pode decompor numerosos poluentes devido a sua capacidade de
sintetizar enzimas extracelulares para digerir carboidratos complexos (Akpasi et al., 2023).
Algumas dessas enzimas podem ajuda-los a se adaptar a diferentes ambientes e promover a
degradacdo de plasticos (Li et al., 2023). Além disso, a ampla distribuicdo e capacidade
reprodutiva caracteristicas dos fungos, fornece certo suporte para que eles possam degradar
plasticos (Sanchez, 2020). A biodegradacado de plasticos sintéticos por fungos € considerada o
resultado da evolucdo metabolica apds uma exposi¢do prolongada dos fungos a polimeros
xenobidticos liberados no ambiente devido as atividades humanas (Okal et al., 2023).
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Figura 8. Basidiomiceto amazonico crescendo em area poluida por plasticos.

Fonte: O autor (2021).

Dentre os microrganismos, os fungos apresentam maior potencial para biodegradacéo
do PE devido a sua capacidade de sobreviver em condic¢des desfavoraveis e por produzirem
enzimas capazes de degradar polimeros complexos (Montazer; Najafi; Levin, 2020; Sanchez,
2020). Tem sido relatado que, em geral, os fungos sdao melhores degradadores de PE do que as
bactérias (Sanchez, 2020). Os fungos podem crescer mais rapido do que as bactérias no solo e
podem penetrar na superficie do PE, pois tem a capacidade de estender hifas que penetram em
rachaduras e fendas (Montazer; Najafi; Levin, 2020).

Os fungos sé@o capazes de produzir hidrofobinas para auxiliar a colonizagdo do PE
(Sanchez, 2020). As hidrofobinas sdo proteinas de superficie hidrofébicas que facilitam a
adesdo das hifas a uma superficie plastica (Temporiti et al., 2022). As hidrofobinas séo cruciais
para o processo de biorremediacédo devido ao seu papel como biossurfactantes, que melhoram
a biodisponibilidade do substrato (Santacruz-Juarez et al., 2021).

Além das hidrofobinas, os fungos apresentam dois sistemas enzimaticos: o intracelular
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e o extracelular (Sanchez, 2020). O sistema enzimatico intracelular atua como mecanismo
interno de desintoxicacao e desempenha um papel importante na adaptacdo fangica. O sistema
enzimatico extracelular, por sua vez, consiste em um sistema hidrolitico responsavel pela
degradacéo de polissacarideos, e um sistema oxidativo ndo-especifico, envolvido na quebra de
estruturas complexas (Séanchez, 2020).

As principais classes de enzimas envolvidas na biodegradacdo de plasticos sdo as
hidrolases e as oxidoredutases. Essas enzimas tém sido extensivamente estudadas devido a sua
participacdo tanto em processos naturais quanto industriais. Por exemplo, na natureza e na
indUstria, elas sdo essenciais na degradacdo da lignocelulose, na patogénese flngica e na
hidrélise de triacilglicerol para acidos graxos. Essas enzimas também tém aplicacBes nas
industrias alimenticia e téxtil, e em processos de biorremediacdo (Temporiti et al., 2022).

Nos fungos, as enzimas extracelulares do sistema ligninolitico contém oxidorredutases
do tipo fenoloxidase e catalases que produzem o perdxido de hidrogénio extracelular
(Venkatesh et al., 2021). As maiores familias de enzimas produzidas por fungos ligninoliticos
sdo as fenoloxidases: manganés peroxidase (MnP) (E.C:1.11.1), lacase (Lac) (E.C:1.10.3.2) e
lignina peroxidase (LiP) (E.C:1.11.1.14) (Lasmar; Damasceno, 2017). A decomposicdo da
lignina envolve MnP, LiP e Lac (Venkatesh et al., 2021).

A lacase (Lac) é uma glicoproteina polifenoloxidase que contém cobre (Cu) no seu sitio
ativo e catalisa a redugdo de O para 4gua, com simultanea oxidagdo de substratos fendlicos
(Freire et al., 2015). A importancia tecnolédgica das lacases € resultante da capacidade de
catalisar a transformacdo de um grande nimero de compostos aromaticos fenolicos e nao
fendlicos (Freire et al., 2015).

A lignina peroxidase (LiP) contém ferro (Fe) como grupo prostético. A lignina
peroxidase € uma proteina heme com um elevado potencial de oxidacdo e pode oxidar
substratos fenolicos e ndo fenolicos (Lasmar; Damasceno, 2017). Tanto Lac quanto LiP sdo as
enzimas mais importantes nos processos de degradacdo da lignina, possuindo grandes
aplicagdes industriais (Lasmar; Damasceno, 2017). A manganés peroxidase (MnP) possui
estrutura similar a LiP, no entanto, ela necessita de manganés (Mn) para realizar a sua atividade
catalitica. A MnP tem sido considerada a enzima chave na degradacdo do PE (Ameen et al.,
2015; liyoshi; Tsutsumi; Nishida, 1998).

A biodegradacgéo efetiva do PE por microrganismos enfrenta desafios devido ao seu alto
peso molecular. Os sistemas enzimaticos microbianos, geralmente adaptados para substratos
com 10 a 50 carbonos, exigem a reducdo do peso molecular do PE para facilitar a agéo

enzimatica e a passagem através da membrana celular. Essa redug@o pode ocorrer por fatores
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abioticos, como luz UV e calor, ou através de enzimas microbianas. A biodegradacdo fangica
se destaca pela producdo de oxidases e hidrolases, que promovem a oxidac&o ou hidrolise das
cadeias poliméricas, facilitando o subsequente metabolismo do polimero (Temporiti et al.,
2022).

As principais enzimas fangicas envolvidas na biodegradacdo do PE sdo as enzimas
ligninoliticas lacases (Lac, EC 1.10.3.2) e peroxidases (EC 1.11.1.7) (Malachova et al., 2020;
Santacruz-Juarez et al., 2021). Essas enzimas realizam a clivagem oxidativa de regides amorfas
do PE e proporcionam acesso aos grupos carbonila formados na sua cadeia polimérica (Li et
al., 2023). O efeito dessas enzimas no PE tem sido estudado extensivamente em Basidiomycota,
mas elas também estdo presentes em Ascomycota (Temporiti et al., 2022).

O fungo ascomiceto Trichoderma harzianum demonstrou a capacidade de produzir
lacase e peroxidase durante o processo de biodegradacdo do polietileno (PE) (Sowmia;
Krishnappa; Thippeswamy, 2014). O tratamento do PE com 0,01071 U/mL de lacase resultou
em uma reducdo de massa de 0,5% apos 10 dias de incubacdo, enquanto o tratamento com
0,01080 U/mL de peroxidase causou uma perda de massa de 0,6%. Essa acdo enzimatica levou
a formacdo de acidos carboxilicos, aldeidos, aromaticos, alcoois, ésteres, éteres e haletos
alquilos, conforme evidenciado pela anélise de FTIR.

No estudo de Ameen et al. (2015), que investigou a degradacao do polietileno por varios
isolados de fungos, observou-se que a MnP apresentou a maior atividade, seguida por LiP e
Lac. Esses resultados estdo em consonancia com o estudo de liyoshi, Tsutsumi e Nishida
(1998), que também destacou a maior atividade da MnP na degradacéo do PE.

Outro ascomiceto relevante na biodegradagdo é a cepa Aspergillus flavus PEDXS3,
isolada do intestino da traca-de-cera Galleria mellonella (Zhang et al., 2020). Essa cepa
demonstrou a capacidade de depolimerizar cadeias longas de HDPE, produzindo fragmentos de
menor peso molecular ap6s 28 dias de incubacdo. A acdo de A. flavus PEDX3 foi atribuida a
producdo de lacases e oxidases com mdultiplos atomos de cobre em seu sitio catalitico,
semelhantes a lacase. A andlise de sequenciamento de genes identificou dois genes,
AFLA 006190 e AFLA 053930, como potenciais codificadores de enzimas degradantes de
PE.

Um estudo recente conduzido por Santacruz-Juarez et al. (2021) utilizou simulagdes
moleculares computacionais para investigar as interacdes entre o PE e diversas fenoloxidases
fangicas conhecidas por sua eficacia na degradacdo do polimero. O estudo avaliou as enzimas
MnP, LiP, Lac, UnP (peroxidase ndo-especifica) e Cut (cutinase). A UnP apresentou a maior
afinidade de ligacdo (34,34 uM), seguida por Lac (40,11 pM), LiP (66,93 uM), MnP (82,16
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KUM) e Cut (5590 uM). A cavidade catalitica da UnP foi sugerida como responsavel pela forte
interacdo com o PE, refletida pelos escores de energia de ligacéo.

Tem sido sugerido que as vias metabolicas fungicas para degradacao de hidrocarbonetos
podem ser utilizadas assim que o tamanho das moléculas de PE é reduzido para um nivel
adequado para acdo enzimatica (Santacruz-Juérez et al., 2021). Também tem sido sugerido que
as enzimas flngicas sdo capazes de diminuir o comprimento das cadeias de PE e que, uma vez
que isso ocorra, uma via metabdlica para a degradacdo de PE pode ser proposta (Sanchez,
2020).

Diferentes autores sugeriram caminhos de degradacédo utilizando enzimas especificas,
como Lac, LiP e MnP, cada uma requerendo a adi¢cdo de H>O. para a oxidacdo do PE em
condicdes acidas (Temporiti et al., 2022). Também tem sido demonstrada a possibilidade de
sinergia entre essas enzimas na degradacdo do PE, como indicado por estudos de Ameen et al.
(2015) e Sanchez (2020).

No estudo in silico de Santacruz-Juarez et al. (2021), foram propostas cinco vias
hipotéticas para a degradacdo enzimatica do PE. Essas vias envolveram enzimas fungicas
individuais (Lac, MnP, LiP ou UnP) ou uma combinacdo sinérgica de Lac, MnP e LiP, todas
utilizando uma hidrofobina fungica como biossurfactante. A via sinérgica (Figura 9) foi
destacada como iniciada pela acdo catalitica de Lac, seguida por LiP e MnP, indicando a

participacdo significativa dessas enzimas na degradacao eficiente do PE.
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Figura 9. Via hipotética de degrada¢do do PE, utilizando uma combinago sinergética de Lac, MnP e LiP.
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Fonte: Santacruz-Juarez et al. (2021).

Em resumo, as observagdes computacionais de Santacruz-Juarez et al. (2021) destacam
o0 potencial das peroxidades, especialmente UnP, na biodegradacdo do PE. A proposta de vias
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sinérgicas, envolvendo Lac, LiP e MnP, apresenta uma abordagem promissora para a
degradacéo eficaz do PE, explorando a complementaridade dessas enzimas em diferentes etapas
do processo de degradacao.

No reino Fungi, os ascomicetos foram os mais estudados para a degradacéo de plasticos,
seguidos pelos basidiomicetos e mucoromicetos (Sanchez, 2020). Os géneros fungicos mais
estudados, pertencentes a Ascomycota, incluem Aspergillus, Penicillium, Trichoderma e
Fusarium, enquanto Basidiomycota e Mucoromycota sao menos explorados nesse contexto. Ha
relatos do envolvimento de fungos basidiomicetos como Phanerochaete chrysosporium,
Bjerkandera adusta e Trametes versicolor, e o mucoromiceto Rhizopus oryzae na
biodegradacdo do PE (Temporiti et al., 2022).

Apesar de os basidiomicetos terem sido os primeiros fungos degradadores de plastico
relatados na literatura, sua investigacao para esse fim € significativamente menos abrangente
em comparagdo com os ascomicetos (liyoshi; Tsutsumi; Nishida, 1998; Kang et al., 2019).
Segundo Spina et al. (2021), os dados sobre a degradacdo de PE por basidiomicetos séo
escassos, com muitas poucas cepas estudadas. Destaca-se a hecessidade de maior investigacdo

do potencial deste filo na degradacdo do PE e outros plasticos.

2.8. O potencial biotecnolégico de fungos lignicolas amazbnicos na degradacdo do
polietileno — Dados e perspectivas

Dentre as diversas espécies flngicas relatadas como capazes de degradar o PE,
destacam-se os fungos ligninoliticos, adaptados a degradacdo eficiente da madeira
(lignocelulose). Vérios tipos de residuos lignocelulésicos sdo degradados por fungos, como
palha de trigo ou arroz, lascas de madeira ou serragem. A lignocelulose é composta por
polissacarideos (celulose, hemiceluloses e pectina) ligados ao polimero aromatico lignina, que
reveste os polissacarideos para endurecer e fortalecer as paredes celulares vegetais (Daly et al.,
2021).

Segundo Daly et al. (2021), a lignocelulose e os plasticos possuem similaridades no que
toca aos seus processos de degradacdo. Ambos possuem regides amorfas e cristalinas, e ambos
necessitam de atividades hidroliticas e oxidativas para serem degradados. Os usos avancados
das pesquisas de degradacdo de lignocelulose por fungos para degradacdo de plastico sdo
escassos, portanto, estudos sobre como os fungos degradam a lignocelulose podem ajudar a

entender como eles podem degradar o PE e outros plasticos (Daly et al., 2021).
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Figura 10. Fungos amazonicos em diferentes substratos lignocelulésicos.
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Fonte: O autor (2023).

A degradacdo da madeira pode ser artificialmente categorizada em trés tipos, com base
no processo de degradacdo da parede celular vegetal e da morfologia resultante: podriddo
branca, podriddo marrom, e podriddo macia (Bari et al., 2022). A podriddo macia € geralmente
causada por ascomicetos e é consideravelmente menos estudada, enquanto a podridéo branca e
a podriddo marrom, por sua vez, sdo caracteristicas do filo Basidiomycota, muito embora
ascomicetos da familia Xylariaceae possam causar a podriddo branca sob determinadas
condig@es (Bari et al., 2022; Nghi et al., 2012).

Os fungos de podriddo marrom tém boa capacidade de decompor a celulose e fazer com
gue a madeira fique mais fragil e com uma cor marrom. Os fungos de podriddo branca, por sua
vez, atacam principalmente a celulose e a lignina, fazendo com que a madeira adquira um
aspecto esbranquicado (Hadibarata; Yuniarto, 2020).

Os fungos de podriddo branca sdo os degradadores de lignina mais eficientes na
producéo de fenoloxidases, que desempenham um importante papel na decomposic¢ao de muitos
compostos aromaticos, corantes sintéticos e compostos organoclorados (Hadibarata; Yuniarto,
2020).

As espécies de fungos de podridao branca capazes de degradar PE mais mencionadas
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na literatura s&o Phanerochaete chrysosporium e Pleurotus ostreatus (Da Luz et al. 2020;
Venkatesh et al., 2021). Outras espécies com o potencial para degradar polietileno incluem
Trametes versicolor, Schizophyllum commune, Bjerkandera adusta, Pleurotus tuber-regium e
Pleurotus pulmonarius (liyoshi; Tsutsumi; Nishida, 1998; Kang et al., 2019; Nwogu; Atuanya;
Akpaja, 2012; Perera et al., 2022).

De acordo com liyoshi, Tsutsumi e Nishida (1998), cepas fungicas como T. versicolor
IFO 7043 e P. chrysosporium ME-446 degradaram ativamente o PE, com a MnP parcialmente
purificada de P. chrysosporium ME-446 mostrando notavel eficacia. Foi observada a reducéo
daresisténcia a tracdo do PE em 100,0 + 1,3% e da elongac&o relativaem 91,2 + 9%. A presenca
de Tween 80 e MnSOs no meio de cultura potencializou esse efeito, reduzindo
significativamente o peso molecular do PE de 716.000 para 89.500 Daltons. Também foi
observado que, enquanto o suprimento exogeno de H>O2 ndo é um requisito essencial para a
degradacédo do PE, sua presenca € crucial para o sistema de reacdo da MnP.

Outra pesquisa realizada por Fujisawa, Hirai e Nishida explorou os efeitos de um
sistema mediador de lacase (LMS) de Trametes versicolor IFO 6482 na biodegradacao do PE.
O LMS conseguiu reduzir a elongacdo do PE em 20% em apenas 3 dias, enquanto a adi¢do de
0,2 mM de 1-hidroxibenzotriazol (HBT) ao meio ndo apenas reduziu a elongagdo, mas também
resultou em uma diminuicdo de 60% na resisténcia a tracdo relativa. Adicionalmente, o peso
molecular do PE passou de 242.000 para 28.300 Daltons apés 3 dias de tratamento com LMS
e mediador HBT a 30 °C. Esses resultados destacam a eficacia desses sistemas enzimaticos na
modificacdo das propriedades do PE (Fujisawa; Hirai; Nishida, 2001).

Recentemente, Perera et al. (2022) investigaram 31 cepas de fungos basidiomicetos e
ascomicetos provenientes de liquens em areas de manguezal. O foco do estudo foi avaliar a
capacidade dessas cepas em degradar filmes de LDPE em meio liquido. Entre os basidiomicetos
isolados, Phanerochaete chrysosporium e Schizophyllum commune se destacaram na
degradacdo do LDPE. P. chrysosporium reduziu a massa e a resisténcia a tracdo do LDPE em
15,1% e 16%, respectivamente, enquanto S. commune apresentou reducdo de 10,5% na massa
e 15,9% na resisténcia a tracao.

Neste mesmo estudo, dentre os ascomicetos isolados, destacaram-se Chaetomium
globosum, Neofusicoccum occulatum, Xylaria feejensis e Daldinia eschscholtzii na degradacgéo
do LDPE. Foi observada a redugdo de massa de 13,69%, 11,31%, 13,84% e 13,71% por C.
globosum, N. occulatum, D. eschcholtzii e X. feejensis, respectivamente. Estes isolados também
promoveram a reducdo da resisténcia a tracdo do LDPE em 8,4%, 5,23%, 5,74% e 2,55%,

respectivamente. Além disso, os autores detectaram atividade de enzimas como Lac, LiP e MnP
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nas cepas de ambos os filos, juntamente com outras enzimas como amilases, lipases e esterases.

A cepa P. chrysosporium MTCC-787 degradou em 70% um PE pre-oxidado de alto
peso molecular (Mukherjee; Kundu, 2014). Kang et al. (2019) utilizaram lascas de madeira
como um indutor enzimatico no fungo de podriddao branca Bjerkandera adusta para posterior
degradacdo de HDPE. Através de MEV, constatou-se a formacdo de rachaduras na superficie
do pléstico apds 90 dias de tratamento. Os basidiomicetos Pleurotus tuber-regium e Pleurotus
pulmonarius reduziram o peso de tiras de PE em 13,26% e 9,67%, respectivamente (Nwogu;
Atuanya; Akpaja, 2012). Estes estudos evidenciam a variedade de abordagens e resultados
observados na degradagédo do PE por basidiomicetos.

Uma espécie notavel por seu envolvimento na degradacdo de PE € o basidiomiceto
comestivel Pleurotus ostreatus. Ele demonstrou a capacidade de degradar diversos tipos de
sacolas de LDPE, conforme evidenciado por estudos conduzidos por Da Luz et al. (2013; 2015;
2020). Nesses experimentos, observaram-se alteragdes significativas na estrutura e composicao
quimica das sacolas apds o tratamento com P. ostreatus, reveladas por meio de MEV e FTIR.

Em um estudo realizado com P. ostreatus em meio semissélido modificado de Radha,
na presenca de filmes de LDPE, observou-se uma alta producdo de enzimas durante o
crescimento do fungo. As maiores atividades registradas foram de 2,817 U/g para Lac e 70,755
U/g para LiP apds 30 e 90 dias, respectivamente, enquanto a maior producdo de MnP foi
observada no dia 120 (1,097 U/g) (Gomez-Méndez et al., 2018). Os resultados destes estudos
indicam a o potencial biotecnolégico da aplicacdo de P. ostreatus na gestdo de residuos
plasticos.

A transformacdo microbiana do PE e outros polimeros vem sendo extensivamente
estudada nas Ultimas décadas. No entanto, ainda existem perguntas em aberto que precisam ser
abordadas em escala internacional e por meio da integracéo de diferentes ramos da ciéncia. Para
abordar essas questdes e os desafios no desenvolvimento de polimeros sustentaveis no ambito
de uma bioeconomia circular, a Rede Transnacional de Pesquisa e Inovagdo em Biodiversidade
Microbiana, Tecnologia de Enzimas e Ciéncia de Polimeros (MENZYPOL-NET) foi criada em
2021 por cientistas em inicio de carreira do Helmholtz-Zentrum Hereon (Alemanha), da
Universidade dos Andes e da Corporacdo Colombiana de Pesquisa Agricola (Agrosavia)
(Colémbia).

No contexto da MENZYPOL-NET e de seu primeiro workshop internacional ("Sintese
e Degradacdo Microbiana de Polimeros: Rumo a uma Bioeconomia Sustentavel”, realizado em
27 de setembro de 2021), Jimenez e diversos outros pesquisadores (2022) identificaram varias

prioridades de pesquisa para melhor compreender a transformacdo de plasticos duraveis,
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incluindo sua biodegradacéo, reciclagem e as consequéncias de sua presenca na biosfera. Essas

prioridades incluem:

1. Revelar as relacdes entre as estruturas das cadeias poliméricas e as propriedades
fisico-quimicas dos materiais plasticos e sua biodegradabilidade;

2. Utilizar e padronizar técnicas modernas para quantificar com precisdo a
biodegradacao de plasticos em condi¢cdes do mundo real;

3. Desenvolver novos plasticos biodegradaveis sintetizados utilizando mondémeros
derivados de plantas e residuos plasticos;

4. Explorar estratégias para reciclar/degradar de maneira mais eficiente tanto os
plasticos a base de petroleo quanto os plasticos de base bioldgica;

5. Explorar enzimas-chave e vias metabolicas envolvidas na biodegradacdo de

diferentes tipos de plésticos, tanto a base de petrdleo como de base bioldgica;

6. Descobrir o0 modo de acdo e substratos naturais de enzimas degradantes de
plastico;

7. Projetar estratégias inovadoras para a evolucdo direcionada de enzimas;

8. Engenheirar novas enzimas degradantes de plastico para aprimorar a degradacédo

e melhorar a viabilidade econémica da bioreciclagem de plasticos;

9. Projetar ensaios de triagem em larga escala que abordem diretamente a atividade
de degradacéo de plasticos, em vez da atividade em outros compostos modelo;

10.  Explorar a evolucdo de microrganismos e enzimas degradantes de plastico e de
microbiomas impactados por plasticos;

11.  Compreender o impacto da entrada de micropléasticos nos microbiomas
ambientais e associados aos hospedeiros;

12.  Determinar o papel de fato na degradacdo desempenhado pelos microrganismos
dentro da plastisfera;

13.  Isolar/recuperar novos fungos e bactérias degradantes de plastico e

projetar/caracterizar consorcios microbianos de diferentes ecossistemas.

Com base no principio postulado na ecologia microbiana de que "tudo esta em toda
parte”, os microrganismos com potencial para degradar plasticos podem ser encontrados em
diversos ambientes, ndo sendo necessario procurar por eles em lugares especiais (Jimenez et
al., 2022). No entanto, o ambiente seleciona microrganismos melhor adaptados, de modo que

é provavel que microrganismos degradadores de plastico possam ser encontrados com mais
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frequéncia em locais com alta abundancia de residuos plésticos ou outros compostos quimicos
com estruturas semelhantes, como aterros sanitérios, lixdes, e corpos de &gua poluidos.
Seguindo esse principio, ambientes abundantes em polimeros vegetais, hidrocarbonetos de
cadeia longa, petroleo e outros xenobidticos poderiam ser excelentes lugares para isola-los
(Jimenez et al., 2022).

A lignina é um polimero natural que é relativamente inerte & degradac&o, sendo atacada
apenas por fungos que destroem a madeira e algumas bactérias do solo que desenvolveram
estratégias enzimaticas para sua depolimerizacdo. As enzimas que atuam em compostos
derivados de plantas apresentam o potencial para transformar diferentes tipos de plasticos.
Essas enzimas ligninoliticas podem ser candidatas para o design de enzimas degradadoras de
plastico (Jimenez et al., 2022). Dessa forma, microbiomas com alta abundancia de polimeros
vegetais como a floresta Amazonica podem ser excelentes locais para procurar fungos e
enzimas degradadores de PE.

O Bioma Amazonico é reconhecido como detentor da maior diversidade bioldgica e
riqueza florestal do planeta. Sendo a maior extensao de floresta tropical Umida continua,
caracteriza-se por uma notavel riqueza de espécies e altos indices de endemismo. Sua imensa
biodiversidade, recursos hidricos, minérios, espécies animais e vegetais, assim como fungos
macro e microscopicos, leveduras e bactérias, sdo extensivamente estudados e manipulados
pela ciéncia e tecnologia modernas (Mendoza et al., 2022).

Com sua biodiversidade singular, a Amazbnia emerge como uma das maiores
potencialidades do Brasil no novo milénio. Além de desempenhar um papel crucial na
conservacao da diversidade, ela se destaca no cenario econémico e estratégico do pais. 1sso
motiva a crescente concentracdo de estudos cientificos na regido, impulsionada pelas grandes
probabilidades de aproveitamento econdmico dos recursos, com a biotecnologia como eixo
estruturante desse modelo de desenvolvimento econémico na Amazodnia (Mendoza et al.,
2022).

A biotecnologia destaca-se como uma das tecnologias essenciais do seculo XXI,
oferecendo inovacdo radical, impacto e potencial para resolver problemas globais, além de
prometer um desenvolvimento industrial sustentavel. Simultaneamente, a produgéo de enzimas,
uma area em expansdo na biotecnologia, tem incentivado pesquisas e movimentado o mercado
financeiro. Suas propriedades sdo amplamente utilizadas em diversas areas, desde a fabricagao
de produtos tecnol6gicos até o tratamento de residuos. Nesse contexto, a Amazonia apresenta
um valor elevadissimo para a busca de novos extratos enzimaticos com potencial aplicacdo

biotecnolodgica. Diante desse panorama, urge a necessidade de realizar novas pesquisas sobre a
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biotecnologia dos fungos na Amazonia. Na Amazonia brasileira, as pesquisas ainda s&o
incipientes em comparagdo com a vasta biodiversidade existente no bioma (Mendoza et al.,
2022).

Apesar dos avancos nos estudos sobre a degradacéo de plasticos por fungos, ainda sdo
escassas as pesquisas realizadas na regido amazonica para este fim. Considerando a diversidade
biolégica da Amazbdnia e sua importancia estratégica para a conservacdo ambiental e o
desenvolvimento sustentavel, é fundamental investigar o potencial de biodegradacdo de
plasticos nessa regido. Portanto, é necessario realizar estudos especificos na Amazoénia para
identificar fungos com potencial na degradacéo de plasticos, compreender melhor este potencial
e buscar solucBes adequadas para o problema dos pléasticos.

Como mencionado anteriormente, os fungos tém sido investigados para a biodegradacao
do PE porque esses organismos produzem enzimas degradantes e polimeros extracelulares que
podem ajudar a colonizar a superficie do polimero. Os fungos ligninoliticos apresentam o
potencial para degradar o PE, através dos mesmos mecanimos enzimaticos usados para
degradar a lignina. Esses fungos sdo conhecidos por produzirem as fenoloxidases ligninoliticas
Lac, MnP e LiP, relatadas como capazes de degradar o PE. Géneros relatados com o potencial
de degradar o PE, como Phanerochaete, Pleurotus, Daldinia e Xylaria, sdo amplamente
encontrados em meio a rica diversidade microbiana da regido Amazonica.

Em conclusdo, os fungos lignicolas amazénicos e suas enzimas apresentam grande
potencial para a degradaco de pléasticos como o polietileno. E de grande importancia investigar
as aplicacOes biotecnoldgicas destes organismos na regido amazénica, possibilitando a tomada
de rumos mais sustentaveis e viaveis na gestdo dos residuos plasticos. Nesse sentido, um estudo
de degradacdo fungica de PE na amazbnia pode ser conduzido através do isolamento e
identificacdo de fungos lignicolas regionais, seguido do seu cultivo com PE em um bioprocesso
para investigar o seu potencial de degradacdo através de métodos analiticos, juntamente a
avaliacdo da producéo de fenoloxidases.

A identificacdo e triagem de fungos amazonicos com potencial de degradar PE pode
nortear futuros estudos de biodegradacdo de plasticos na regido, possibilitando o
desenvolvimento de metodologias de pesquisa otimizadas que possam abrir caminhos para
novas solugcdes no manejo sustentavel do problema dos plasticos e na mitigacdo de seus

impactos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a capacidade de fungos isolados do Bosque da Ciéncia do INPA (Manaus—AM)
de degradar LDPE.

3.2. Especificos

Realizar a coleta e isolamento de fungos do bosque do INPA,;
Identificar os isolados por sequencimento da regido 1TS1-5.8S5-1TS4;

Investigar o potencial de degradacao de filmes de LDPE pelos isolados;

M WD

Avaliar a producéo de fenoloxidases pelos isolados.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta e isolamento de amostras

A coleta dos fungos foi realizada nas trilhas do Bosque da Ciéncia do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia (INPA), em Manaus, Amazonas (GPS -3.0942, -59.9870). A coleta
dos fungos seguiu o protocolo de coleta de macrofungos de Fortuna (2020). Amostras de
esporomas de macrofungos foram retiradas de substratos lignocelulésicos com o auxilio de
pinca e bisturi, acondicionadas em placas de Petri estéreis e levadas ao Laboratério de
Micologia do INPA.

Para o isolamento, foram retirados de cada amostra de esporoma trés fragmentos de
aproximadamente 1 cm2. Esses fragmentos foram higienizados através de lavagens
consecutivas por um minuto em etanol 70%, em solucdo de hipoclorito de s6dio a 2% e em
agua destilada esterilizada. Em seguida, os fragmentos foram transferidos para placas de Petri
contendo meio Agar Malte (MEA: 3% extrato de malte, 0,02% cloranfenicol, 1,5% Agar, p/v)
e mantidos a 28 °C por sete dias (Fortuna, 2020). Os fungos passaram por sucessivos repiques
em meio Agar Batata Dextrose (BDA) até a obtencdo de culturas puras e os isolados foram
transferidos para tubos de ensaio para a formacao de culturas estoque, visando a realizacdo dos

experimentos e a identificagdo molecular.
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4.2. Identificacéo e filogenia dos isolados

A identificacdo e andlise filogenética dos isolados foram realizadas por meio de técnicas
de biologia molecular. Inicialmente, foi efetuada a extracdo do DNA dos isolados, seguindo o
protocolo modificado de Ferrer et al. (2001). Em seguida, realizou-se a amplificagdo por PCR
das regides ITS1-5.8S-1TS4 do DNA ribossdmico nuclear, conforme a metodologia de White
et al. (1990). As regides amplificadas foram submetidas a sequenciamento e, posteriormente,
as sequéncias obtidas foram comparadas com as de espécies registradas no banco de dados
NCBI (Altschul et al.,1990). Uma vez identificados os isolados, as suas sequéncias foram

analisadas para a construcdo da arvore filogenética (Kumar et al., 2018).

4.2.1. Extracdo de DNA

Os isolados foram cultivados durante sete dias em meio Extrato de Malte liquido. Apds
0 crescimento, a biomassa dos isolados foi transferida para microtubos de 2 mL e
homogeneizada em vértex por um minuto com 300 pL de tampao de lise. Em seguida, os tubos
foram submetidos a um choque térmico, a -70°C em ultrafreezer por 30 minutos e a 100°C em
banho-maria por 15 minutos. Apds isso, a biomassa foi macerada com silica por dois minutos
e incubada em termobloco com 20 pL de Proteinase K a 56°C por 30 minutos. Logo depois,
foram adicionados 500 uL de uma solucéo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (50:48:2) a
mistura para a extracdo do DNA. A solucdo foi homogeneizada em vortex por um minuto e
incubada em um agitador orbital a 100 rpm por 30 minutos.

Apos o término do tempo de incubacéo e extragdo, a solugdo foi centrifugada a 13.500
rpm e 4°C por 15 minutos e o sobrenadante contendo DNA foi transferido para novos tubos.
Foram adicionados ao sobrenadante 500 uL de isopropanol gelado e, em seguida, o0s tubos
foram centrifugados a 13.500 rpm e 4°C por cinco minutos. Apds isso, todo o sobrenadante foi
descartado e 500 pL de etanol 70% foram adicionados aos pellets precipitados no fundo dos
tubos, para a lavagem de residuos da extracdo. Os tubos foram novamente centrifugados
conforme descrito para o isopropanol, o etanol foi descartado, e os tubos foram incubados em
termobloco a 56°C por 30 minutos, para a evaporacao completa do etanol. Todo o procedimento
de lavagem com etanol 70% foi efetuado uma segunda vez. Em seguida, foram adicionados 100
pL de tampé&o de eluicdo ao DNA precipitado.

A quantificacdo e determinacdo da pureza do DNA extraido foram realizadas em

espectrofotbmetro (BioSpectrometer basic, Eppendorf), usando aliquotas de 4 uL de DNA
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homogeneizado em 196 pL de agua Milli Q esterilizada, em tubos de 2 mL. Foram consideradas
adequadas para amplificacdo as amostras de DNA com indice de pureza inferior a 1,8. Por fim,

as amostras foram armazenadas a -20°C.

4.2.2. Amplificacéo por PCR

Ap0s a extracdo, as amostras de DNA dos isolados foram amplificadas por PCR. Foram
utilizados os primers ITS1 (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) e ITS4 (5’-
CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG-3’). Para a PCR, foi preparado um mix de solugdes
contendo, para cada reacdo, 14,5 uL de agua Milli-Q, 3 pL de tampao para PCR, 1,2 uL de
MgCly, 3,0 uL de dNTPs, 1,5 puL de cada primer (ITS1 e 1TS4), 0,3 uL de Taq Polimerase
(Platinum, Invitrogen) e 5,0 uL de DNA fungico. Assim, cada reacdo teve um volume final de
30 uL.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (Veriti, Thermo Fisher
Scientific). As condicBes de amplificacdo consistiram em uma desnaturacao inicial a 94°C por
cinco minutos, seguida por 35 ciclos de: desnaturacdo a 94°C por um minuto; anelamento dos
primers a 58°C por um minuto; e extensdo a 72°C por dois minutos; seguidos de uma extenséo
final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos da PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose (40 minutos,
100V, 100 A), preparado a 1,5% em tampao TAE 1x e corado com 6 uL de Sybergreen SYBR®
Safe (Invitrogen). Foram utilizadas aliquotas de 8 uL dos amplificados, que foram coradas com
2 pL de Orange 6X para visualizagdo dos fragmentos em um visualizador UV. A purificagdo
dos produtos da PCR foi realizada utilizando polietilenoglicol 8000 (PEG) a 20%, com
incubacdo em termobloco a 37°C por 15 minutos. Os produtos foram lavados com etanol 80%,

transferidos para um tampéao de eluicdo e armazenados a -20°C.

4.2.3. Sequenciamento e analise filogenética

O sequenciamento nucleotidico foi conduzido com os produtos da PCR purificados,
usando os primers ITS1 e ITS4, empregando o kit BigDye Terminator verséo 3.1 conforme as
orientagcdes do fabricante e, posteriormente, precipitados com solucdo de Etanol/EDTA. As
amostras foram entdo eletroinjetadas em analisador automatico (ABI PRISM 3130xL, Thermo
Fisher Scientific) localizado no Laboratério Tematico de Biologia Molecular do INPA
(LTBM).
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As sequéncias de DNA obtidas foram comparadas as de espécies relacionadas, obtidas
do banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), usando a
ferramenta BLASTN, considerando valores acima de 97% de similaridade. Apos a identificacdo
ao nivel de espécie dos isolados, a arvore de distancia filogenética foi construida empregando
0 método de agrupamento de vizinhos (Neighbor Joining), por meio do software Molecular
Evolutionary Genetics Analysis verséo 10.0 (MEGA X). As porcentagens de similaridade das
arvores em que os taxons associados se agruparam foram determinadas a partir de testes de

bootstrap (1.000 réplicas).

4.3. Estudos de biodegradacédo de LDPE

Os isolados foram submetidos a dois experimentos de biodegradacdo de LDPE, um em
meio solido, e outro em meio liquido. Nestes experimentos, empregaram-se sacolas

transparentes de LDPE fornecidas pela empresa Polynorte Embalagens.

4.3.1. Biodegradacdo de LDPE em meio solido

Os isolados foram submetidos a um experimento de biodegradacdo em meio solido,
seguindo uma metodologia adaptada de Munir et al. (2018). Neste experimento, os isolados
foram cultivados sobre filmes de LDPE recortados em tiras de 3x8 cm, em placas de Petri

contendo o meio Agar Mineral, em condicdes estacionarias a temperatura ambiente por 21 dias.

4.3.1.1. Meio Agar Mineral

O meio de cultura utilizado neste experimento foi o Agar Mineral, acrescido do
surfactante Tween 80 como fonte suplementar de carbono. A composi¢do do meio para 1 litro
de agua destilada e pH 7 consistiu de: (NH4)2SO4 (1 g); MgSO4.7H20 (0,5 g); NaCl (1 g);
CaCl2.2H20 (0,002 g); FeS04.7H20 (0,001 g); MnSO4.H20 (0,001 g); K2HPO4 (1 g); KH2PO4
(0,2 g); ZnS04.7H20 (0,001 g); CuS04.5H.0 (0,001 g); Agar (15 g); e Tween 80 (0,1% V/v),
sendo este Ultimo adicionado ap6s a autoclavagem do meio (liyoshi; Tsutsumi; Nishida, 1998;
Shrestha et al., 2019).
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4.3.1.2. Bioprocesso

Ap0s a pesagem e a assepsia, cada tira de LDPE foi transferida assepticamente para uma
placa de Petri contendo 30 mL de meio Agar Mineral, dentro de uma cAmara de fluxo laminar.
Em seguida, dois discos miceliais de 0,8 cm de cada isolado, cultivados em BDA por 8 dias,
foram inoculados em cada tira, um em cada extremidade. As placas foram entdo armazenadas
em estufa a temperatura ambiente por 21 dias. Como controle negativo, foram utilizadas placas
contendo meio de cultura e tiras de LDPE sem inoculo flngico, e como controle positivo, foi
utilizada uma cepa de Pleurotus ostreatus da colecdo de culturas do INPA.

Ao término do experimento, as tiras de LDPE foram manualmente removidas dos
cultivos e separadas do micélio. Posteriormente, as tiras foram lavadas sucessivamente com
etanol 70% e agua destilada esterilizada (Khruengsai; Sripahco; Pripdeevech, 2021). As tiras
foram entdo secas em estufa a 60°C por 24 horas e armazenadas em sacolas do tipo “ziplock”
rotuladas, para a posterior avaliacdo da degradacdo do plastico.

A extracdo das enzimas fangicas foi conduzida seguindo uma metodologia adaptada de
Nakajima, Soares e Queiroz (2018). O meio de cultura e a biomassa presentes nas placas foram
misturados com 30 mL de &gua destilada esterilizada em frascos Erlenmeyer de 125 mL. Essas
misturas foram incubadas a temperatura ambiente por uma hora, utilizando um agitador orbital
a 180 rpm. Posteriormente, as misturas foram filtradas através de oito camadas de gaze e
submetidas a uma centrifugacdo a 10.000 rpm e 4°C durante 10 minutos. Os extratos resultantes
foram entdo armazenados a -20°C, para serem utilizados nos ensaios de atividade das

fenoloxidases.
4.3.2. Biodegradacdo de LDPE em meio liquido

Os isolados foram submetidos a um experimento de biodegradacdo em meio liquido,
seguindo uma metodologia adaptada de Perera et al. (2022). Neste experimento, os isolados
foram cultivados em fermentacdo submersa sobre filmes de LDPE de 10x11 cm, em frascos
Erlenmeyer contendo meio Caldo Mineral, em condicOes estacionérias a temperatura ambiente
por 21 dias.

4.3.2.1. Meio Caldo Mineral

O meio de cultura utilizado neste experimento foi o Caldo Mineral, livre de fontes de
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carbono. A composicao do meio para 1 litro de &gua destilada e pH 7 consistiu de: (NH4)2SO4
(1 g); MgSO4.7H20 (0,5 g); NaCl (1 g); CaCl..2H20 (0,002 g); FeSO4.7H20 (0,001 g);
MnS0O4.H20 (0,001 g); K2HPO4 (1 g); KH2PO4 (0,2 g); ZnS0O4.7H20 (0,001 g); e CuSO4.5H20
(0,001 g) (Shrestha et al., 2019).

4.3.2.2. Bioprocesso

Ap0s a pesagem e a assepsia em etanol 70% por 24h, cada filme de LDPE foi transferido
assepticamente para um Erlenmeyer contendo 50 mL de meio Caldo Mineral autoclavado,
dentro de uma camara de fluxo laminar. Em seguida, trés discos miceliais de 0,8 cm de cada
isolado, cultivados em MEA por oito dias, foram inoculados em cada frasco. Os cultivos foram
entdo armazenados a temperatura ambiente por 21 dias. Como controle negativo, foram
utilizados frascos contendo meio de cultura e filmes sem in6culo fungico.

Ao término do experimento, os filmes de LDPE foram manualmente removidos dos
cultivos e separados do micélio. Posteriormente, os filmes foram lavados sucessivamente com
etanol 70% e agua destilada esterilizada (Khruengsai; Sripahco; Pripdeevech, 2021). As tiras
foram entdo secas em estufa a 60°C por 24 horas e armazenadas em sacolas do tipo “ziplock”
rotuladas, para a posterior avaliacdo da degradacdo do plastico.

A extracdo das enzimas fungicas foi conduzida seguindo uma metodologia adaptada de
Nakajima, Soares e Queiroz (2018). O meio de cultura foi coletado e submetido a uma
centrifugacdo a 10.000 rpm e 4°C durante 10 minutos. Os extratos resultantes foram entao

armazenados a -20°C, para serem utilizados nos ensaios de atividade das fenoloxidases.
4.3.2.3. Quantificacdo de biomassa

Ao término do experimento, o micélio dos cultivos foi separado do meio liquido, filtrado
a vacuo e seco em estufa por 24h, seguindo a metodologia de Khruengsai, Sripahco e
Pripdeevech (2021). O peso seco do micélio foi obtido com auxilio de balanca digital
(Shimadzu), e a biomassa foi determinada em gramas por litro de meio de cultura (g/L).

4.3.3. Avaliagdo da reducéo de massa

Apbs o tratamento fangico e assepsia, as tiras e filmes de LDPE foram pesados em uma

balanca digital (Shimadzu) para a determinacdo do peso final. Em seguida, o percentual de
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reducdo de massa do plastico (% RM) foi calculado utilizando a seguinte férmula (Khruengsai;
Sripahco; Pripdeevech, 2021):

% RM = [(peso inicial — peso final) / peso inicial)] x 100
4.4. Determinacao da atividade de fenoloxidases

Ap0s a obtencao dos extratos enzimaticos, procedeu-se a determinacdo da atividade de
fenoloxidases em espectrofotdmetro (BioSpectrometer basic, Eppendorf), seguindo a
metodologia adaptada de Szklarz et al. (1989), utilizando o-dianisidina (3,3’-
dimetoxibenzidina) como substrato. Preparou-se uma solucdo de o-dianisidina a 1 mM e
dimetilsulfoxido (DMSO) a 1% (v/v), dissolvendo 24,4 mg de o-dianisidina solida em 1 mL de
DMSO. A solucéo foi ajustada para um volume de 100 mL com &gua destilada e armazenada
em um frasco escuro.

Para a determinacdo da atividade da lacase, a reagdo consistiu em 800 pL de tampéo
citrato-fosfato (pH 5, 0,05 M), 100 uL de solu¢éo de o-dianisidina (1 mM) e 100 pL do extrato
enzimatico, totalizando 1 mL de reacdo. A oxidacdo da o-dianisidina foi medida pelo aumento
da absorbancia a 460 nm (460 = 11300 Mcm™) durante trés minutos. Para determinar a
atividade das fenoloxidases totais, seguiu-se 0 mesmo procedimento anterior, porém
subtraindo-se 200 pL de tampao e adicionando-se 200 pL de peroxido de hidrogénio (2 mM) a
reacdo. A atividade das peroxidases foi determinada pela diferenca entre a atividade das
fenoloxidases totais e a atividade da lacase (Souza, 2004).

Neste estudo, definiu-se uma unidade de atividade enzimatica (U) como a quantidade
de enzima capaz de oxidar 1 umol de substrato por minuto. Essa determinagdo ¢ baseada na Lei

de Lambert-Beer, seguindo a equacao abaixo (Leonowicz; Grzywnowicz, 1981):

U/Kg=_A Abs. X 106
exRxt

A Abs.= Variagdo na absorbancia (final - inicial).
¢ = coeficiente de absortividade molar ou coeficiente de extingéo.
R = volume de extrato enzimatico utilizado.

t = tempo de reagdo em minutos.



56

A atividade das fenoloxidases obtidas do experimento solido foi determinada em U/Kg,
enquanto a atividade das fenoloxidases do experimento liquido foram expressas em U/L.

4.5. Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata para os calculos de média e desvio
padrdo. Os dados obtidos foram analisados por meio de anélise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey para comparacdo de médias, com nivel de significancia de p < 0,05,

utilizando o software Prism Graphpad verséo 10.1.0.316.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente mestrado estdo apresentados na forma de artigo que sera
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RESUMO

Este artigo descreve um estudo que teve como objetivo isolar e identificar fungos lignicolas do
Bosque da Ciéncia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), localizado em
Manaus, Amazonas, Brasil, e avaliar sua capacidade de degradacéo de filmes de polietileno de
baixa densidade (LDPE) em meio com agar e em meio liquido. Foram coletadas 38 amostras
de esporomas de macrofungos ligninoliticos associados a amostras lignocelulésicas em
decomposicdo. A partir dessas amostras, foram isolados oito fungos, sendo quatro pertencentes
ao filo Basidiomycota e quatro ao filo Ascomycota, sendo estes quatro Gltimos contaminantes
dos Basidiomycota. A analise filogenética baseada na sequéncia da regido ITS revelou a
identificacdo precisa das espécies dos isolados, que foram identificadas como Schizophyllum
commune, Irpex laceratus, Phlebiopsis flavidoalba, Peniophora crassitunicata,
Endomelanconiopsis endophytica, Annulohypoxylon stygium, Xylaria heliscus e Xylaria
plebeja. Quanto aos resultados da avaliagdo da degradacdo de filmes de LDPE, todos os
isolados demonstraram potencial na degradacdo do plastico, dependendo das condicdes de
cultivo. Em meio com agar mineral, apos 21 dias de cultivo estaciondrio em temperatura
ambiente, todos os isolados salvo Xylaria plebeja XPM090323 promoveram a reducdo da
massa do plastico, destacando-se Pleurotus ostreatus CPOINPAL, usado como controle
positivo (3,7%), Irpex laceratus ILMO050722 (3%), Endomelanconiopsis endophytica
EEM140223 (3,2%) e Annulohypoxylon stygium ASS170223 (3,8%). E. endophytica
EEM140223 exibiu a atividade de lacase mais elevada (18,1 U/Kg), enquanto Schizophyllum
commune SCM050722 se destacou na atividade de peroxidases (5,9 U/Kg). Em contraste, em
meio liquido caldo mineral, ap6s 21 dias de cultivo estacionario em temperatura ambiente, X.
plebeja XPM090323 destacou-se como o mais eficiente na reducdo da massa do LDPE (1,5%).
Por fim, o isolado Xylaria heliscus XHS310123 apresentou a maior producdo de biomassa (4,1
g/L) e de peroxidases (13,3 U/L), enquanto S. commune SCMO050722 apresentou a maior
atividade de lacase (25,2 U/L). Este estudo contribui para a compreensdo da diversidade de
fungos lignicolas na regido amazénica e sua capacidade de degradacdo de polietileno,
apresentando potencial relevancia em aplicacfes ambientais e de remediacdo de residuos

pléasticos.

Palavras-chave: Basidiomycota; Ascomycota; Biodegradacao; Plastico LPDE; Fenoloxidases.
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INTRODUCAO

O termo "plastico” (derivado do grego plastikos) refere-se a um grupo de materiais
sintéticos e semissintéticos de alto peso molecular com maleabilidade para moldagem
(Temporiti et al., 2022). Apresentando alta durabilidade e versatilidade, esses materiais
desempenham papéis essenciais em diversas areas da atividade humana, incluindo agricultura,
construcdo, saude, industria e embalagens (Bahl et al., 2020). Sua producdo pode ser baseada
em recursos naturais ou sintéticos, sendo a maioria derivada do petrdleo (Daly et al., 2021,
Ekanayaka et al., 2022). A producdo global de plasticos vem crescendo anualmente, com
estimativas indicando um aumento da sua producéo para quase 600 milhdes de toneladas por
ano até 2050 apds a pandemia de COVID-19 (Jimenez et al., 2022).

O polietileno (PE) foi um dos primeiros plasticos a ser produzido em massa, tendo sua
producdo iniciada acidentalmente em 1935 por Michael Perrin, que desenvolveu um processo
reproduzivel para a sintese de PE com aplicac@es industriais (Shankar et al., 2019). Classificado
em tipos como PE de alta densidade (HDPE) e PE de baixa densidade (LDPE), cada tipo possui
propriedades distintas influenciadas por processos de fabricacao especificos (Sales et al., 2021).

O PE ¢ aplicado principalmente na fabricacdo de embalagens e materiais descartveis,
e é um dos plasticos mais consumidos globalmente, representando 64% de todos os plasticos
sintéticos, com estimativas de crescimento anual de 12% em sua producdo (Srikanth et al.,
2022). O LDPE em especifico é o polimero sintético mais abundante do planeta, representando
69% dos residuos solidos descartados em aterros sanitarios, principalmente na forma de sacolas
plasticas (Mohanan et al., 2020). Anualmente, entre 500 bilhGes e 1 trilhdo de sacolas de PE
sdo usadas em todo o mundo (Srikanth et al., 2022). O uso extensivo do PE, especialmente do
LDPE, apresenta sérios impactos ambientais e ameaca diversos ecossistemas e organismos,
incluindo o ser humano (Ghatge et al., 2020).

A problematica dos plasticos, especialmente do PE, tem implicacdes significativas no
meio ambiente. Cerca de 90% dos produtos plasticos sdo utilizados uma Unica vez e entdo sdo
descartados, contribuindo para a poluicdo generalizada e sobrecarregando sistemas de gestdo
de residuos deficientes (Sanchez, 2020). A persisténcia dos plasticos no ambiente é agravada
por sua lenta degradacéo, com estimativas de dezenas a milhares de anos para ocorrer (Ali et
al., 2021; Jimenez et al., 2022; Taghavi et al., 2021; Temporiti et al., 2022). Os impactos da
poluicdo pléstica sdo amplos, afetando ecossistemas terrestres e aquaticos e uma grande

diversidade de organismos, prejudicando a produtividade dos solos, causando problemas em



59

animais como obstrucdes intestinais e diminuicdo da imunidade, e oferecendo riscos a saude
humana, como disfuncdo enddcrina e cancer (Bahl et al., 2020; Venkatesh et al., 2021; Yuan
et al., 2020).

Além disso, microplasticos e nanoplasticos (MNPs), formados pela fragmentacao
abidtica natural destes materiais, encontram-se disseminados globalmente, afetando
ecossistemas agricolas, florestais, fluviais e ocednicos (Jimenez et al., 2022; Mohanan et al.,
2020). A saude humana também estd ameacada pela ingestdo de MNPs acumulados na teia
trofica, que frequentemente contém aditivos toxicos e metais pesados incorporados em sua
passagem pelo ambiente (Kutralam-Muniasamy et al., 2023).

Além dos impactos ambientais e de salde, a poluicdo plastica gera custos
socioeconémicos, prejudicando setores como turismo, pesca e transporte maritimo (Kumar et
al., 2021). O lixo plastico tornou-se uma caracteristica distintiva do Antropoceno, exigindo
medidas urgentes para minimizar o uso de plasticos e desenvolver estratégias eficazes de
manejo (Ghatge et al., 2020).

Os principais métodos de descarte de plasticos incluem a deposi¢cdo em aterro sanitario,
a incineracdo e a reciclagem (Mishra; Das; Kandali, 2020). Esses métodos sdo relativamente
limitados e dispendiosos, além de causarem impactos ambientais, tornando-os ineficazes no
manejo do problema (Sangale; Shahnawaz; Ade, 2019). A reciclagem de plasticos enfrenta
desafios significativos, como a degradacao das propriedades fisico-quimicas destes apés ciclos
repetidos (Ali et al., 2021).

A baixa taxa global de reciclagem de plasticos e as suas limitagdes destacam a
necessidade continua de solugdes inovadoras e sustentaveis para lidar com o problema crescente
do acimulo de residuos plasticos e seus impactos (Chen et al., 2021; Queiroz et al., 2022).
Plasticos biodegradaveis e bioplasticos, provenientes de fontes renovaveis como amido e
residuos agricolas, apresentam potencial no manejo sustentavel do problema (Bacha et al.,
2023; Jimenez et al., 2022). No entanto, a substituicao efetiva dos plasticos convencionais por
biodegradaveis ainda € limitada, exigindo estudos sobre as condi¢bes ideais para sua
degradacéo efetiva (Ekanayaka et al., 2022; Mishra; Das; Kandali, 2020).

A degradagdo de plésticos € um processo complexo envolvendo mudangas nas
propriedades poliméricas devido a processos quimicos, fisicos e biologicos. A degradacéo
abiotica, incluindo fotodegradacdo, degradacdo térmica, mecénica e quimica, influencia a
fragmentac&o inicial do polimero, ocorrendo principalmente nos ambientes naturais pela sua
exposicao prolongada as intempeéries (Oliveira et al., 2023).

A biodegradacdo de plasticos, realizada principalmente por microrganismos, é um
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processo complexo e sequencial, seguindo quatro etapas: biodeterioracdo, biofragmentacéo,
bioassimilacdo e mineralizacdo (Mohanan et al., 2020). Ao longo do processo, com o auxilio
de sistemas enzimaticos, os polimeros sdo colonizados, fragmentados e assimilados pelas
células microbianas, sendo eventualmente incorporados no seu metabolismo, gerando energia
e produtos metabdlicos (Okal et al., 2023).

A introdugdo dos plasticos na biosfera é considerada muito recente, de modo que a
natureza ainda nao teve tempo de evoluir sistemas enzimaticos especificos a degradacéo destes
materiais (OKkal et al., 2023). Como consequéncia, a nossa compreensao mecanicista e holistica
deste fendmeno ainda esta em seus estagios iniciais (Jimenez et al., 2022). A pesquisa cientifica
tem destacado o potencial e a importancia da diversidade microbiana na transformacéo de
plasticos, abordando tanto métodos de pesquisa em laboratério como em campo para
compreender o fendmeno sob diferentes perspectivas (Haider et al., 2018).

Para avaliar a eficacia do processo de biodegradacdo, multiplas abordagens analiticas
como observagdes visuais, avaliacdes fisicas e quimicas, evolucdo de CO2, consumo de Oz e
marcacdo radiativa sdo empregadas, embora estas ainda care¢cam de padronizacdo e enfrentem
dificuldades de reprodutibilidade de seus dados (Alshehrei, 2017; Jimenez et al., 2022). Apesar
dos desafios, a biodegradacdo € vista como uma estratégia promissora para mitigar os impactos
ambientais dos plasticos, oferecendo uma alternativa mais limpa e sustentavel, convertendo
residuos plasticos em produtos biotecnoldgicos valiosos (Oliveira et al., 2023; Mohanan et al.,
2020).

O PE € conhecido por sua resisténcia a degradacdo devido a sua estrutura hidrofdbica,
alto peso molecular e aditivos antioxidantes (Ghatge et al., 2020; Mohanan et al., 2020). Varias
estratégias, como as mencionadas anteriormente, tém sido adotadas para manejar o PE, mas
enfrentam graves desafios e impactos ambientais (Sangale; Shahnawaz; Ade, 2019).
Abordagens alternativas como a producdo de plasticos biodegradaveis e a biodegradacédo
microbiana tem emergido como potenciais solucfes para o problema, sendo topicos altamente
oportunos e relevantes, e amplamente discutidos na comunidade cientifica (Jimenez et al.,
2022).

A literatura cientifica revela avancos na biodegradacdo do PE por microrganismos,
incluindo bactérias como Pseudomonas e fungos como Aspergillus, destacando a necessidade
de isolamento e triagem de microrganismos eficientes (Danso; Chow; Streita, 2019; Venkatesh
et al., 2021). O uso de pré-tratamentos com fatores abidticos, como luz ultravioleta, tem se
mostrado promissora na degradacao inicial das cadeias de PE, acelerando significativamente o

processo (Okal et al., 2023). A combinacéo de fatores abioticos e bidticos tem mostrado eficacia
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na degradagdo do PE, evidenciando o potencial destas pesquisas para 0 gerenciamento
sustentavel de residuos plasticos (Chaudhary et al., 2021; Sangale; Shahnawaz; Ade, 2019).

A biodegradacdo de PE por fungos, tema de crescente interesse, explora as
caracteristicas Unicas do Reino Fungi. Esses organismos desempenham papéis cruciais nos
ecossistemas, atuando como decompositores, simbiontes e até mesmo patdgenos (Sanchez,
2020). A biodegradacdo do PE e de outros plasticos por fungos é resultado da evolucéo
metabolica apos exposicdo prolongada a polimeros xenobidticos introduzidos na natureza pela
atividade humana (Jimenez et al., 2022).

Embora os fungos do filo Ascomycota sejam mais estudados na biodegradacdo de
plasticos, espécies de Basidiomycota e Mucoromycota também apresentam potencial,
destacando a necessidade de mais investigacdes nesses grupos (Sanchez, 2020). Ascomicetos
como Trichoderma harzianum e Aspergillus flavus, e basidiomicetos como Phanerochaete
chrysosporium e Pleurotus ostreatus mostraram potencial na degradacdo do PE produzindo
diversos tipos de enzimas, com destaque para as enzimas ligninoliticas do tipo fenoloxidase
(Gomez-Méndez et al., 2018; liyoshi; Tsutsumi; Nishida, 1998; Sowmia; Krishnappa;
Thippeswamy, 2014; Zhang et al., 2020).

As fenoloxidases, como lacase (Lac), lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase
(MnP), tem demonstrando grande potencial biotecnoldgico na degradacéo do PE, com estudos
computacionais destacando 0s seus papéis essenciais na oxidacao das cadeias poliméricas do
PE (Santacruz-Juarez et al., 2021). Propostas de vias sinérgicas envolvendo Lac, LiP e MnP
apresentam abordagens promissoras para a degradacao eficaz do PE (Santacruz-Juarez et al.,
2021).

Vaérias espécies de macrofungos tem demonstrado potencial na capacidade de degradar
filmes de LDPE, com destaque para os fungos ligninoliticos, adaptados a decomposicao da
matéria vegetal e eficientes na degradacdo da lignina (Hadibarata; Yuniarto, 2020). Fungos
lignicolas como os basidiomicetos Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor,
Schizophyllum commune e Pleurotus ostreatus, e os ascomicetos Daldinia eschscholtzii,
Xylaria feejensis, Chateomium globosum e Neofusicoccum occulatum foram identificados
como potenciais degradadores de LDPE, apresentando potencial biotecnoldgico para sua
remediacdo (Gomez-Méndez et al., 2018; liyoshi; Tsutsumi; Nishida, 1998; Perera et al., 2022).
Muitos destes grupos sdo amplamente encontrados em ambientes ricos em matéria vegetal,
como a Floresta Amazénica.

A biodiversidade Unica da Amazonia oferece um campo promissor para a pesquisa

biotecnologica, especialmente na busca por enzimas com aplicacdo potencial na degradacéo de
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plasticos (Jimenez et al., 2022; Mendoza et al., 2022). Apesar dos avancos nos estudos sobre a
degradacdo de plasticos por fungos, ha uma lacuna significativa de pesquisas neste tema na
regido amazonica. Dada a rica diversidade biologica e a importancia estratégica da Amazonia
para a conservacdo ambiental e o desenvolvimento sustentavel, é crucial conduzir estudos
especificos na regido para investigar o potencial dos fungos na biodegradacéo de plésticos e
desenvolver solugfes adequadas para o problema. Destaca-se a importancia do isolamento e
identificacdo de fungos amazoénicos com potencial para degradacédo de PE, abrindo caminhos
para futuras pesquisas que possibilitem a sua remediacao sustentavel.

Diante desse contexto, o presente estudo teve como objetivo identificar, analisar
filogeneticamente e avaliar o potencial de degradacdo de filme de LPDE por fungos lignicolas
isolados no Bosque do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), localizado em
Manaus, Amazonas. Os resultados desta pesquisa podem fornecer insights sobre a degradacéo
fangica de PE e nortear futuros estudos que busquem a otimizacdo da biodegradacdo deste
plastico, bem como contribuir para a valorizacdo do potencial biotecnoldgico da diversidade

fangica amazénica.
MATERIAIS E METODOS
Materiais

Amostras de esporomas foram coletadas no Bosque do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazoénia (INPA), localizado em Manaus, Amazonas, Brasil, para o isolamento de
macrofungos lignicolas (Fortuna, 2020). As coordenadas geogréficas exatas da area de coleta
foram registradas com o auxilio de um GPS.

Polietileno de Baixa Densidade (LDPE)

Filmes plasticos de polietileno de baixa densidade (LDPE) da marca Polynorte

Embalagens foram utilizados para avaliar a capacidade de degradacéo dos isolados fungicos.

Reagentes

Os reagentes empregados no estudo incluiram agar puro, agar malte e agar batata

dextrose (Difco), sais minerais, corante, solventes e surfactante (Merck), e solugdes para
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extragdo, purificagdo e amplificagdo de DNA (Wizard Genomic DNA Purification Kit,
Promega, Invitrogen).

Isolamento dos fungos

Os esporomas coletados foram fragmentados a um tamanho aproximado de 1cm? Os
fragmentos foram submetidos a um processo de desinfeccdo superficial com lavagens
consecutivas em etanol 70% e solucdo de hipoclorito de sddio a 2% por 2 minutos e,
posteriormente, enxaguados com agua destilada estéril. Em seguida, os fragmentos foram
inoculados em placas de dgar malte e incubados a 28°C por 7 dias. Ap6s o crescimento micelial,
os isolados foram transferidos para placas de agar batata dextrose e incubados novamente a

28°C por 7 dias para obtencdo de culturas puras.

Identificagéo e filogenia dos isolados

A identificacdo e analise filogenética dos isolados foram realizadas por meio de técnicas
de biologia molecular. Inicialmente, foi efetuada a extracdo do DNA dos isolados, seguindo o
protocolo modificado de Ferrer et al. (2001). Em seguida, realizou-se a amplificacdo por PCR
das regides ITS1-5.8S-1TS4 do DNA ribossdmico nuclear, conforme a metodologia de White
et al. (1990). As regides amplificadas foram submetidas a sequenciamento e, posteriormente,
as sequéncias obtidas foram comparadas com as de espécies registradas no banco de dados
NCBI (Altschul et al.,1990). Uma vez identificados os isolados, as suas sequéncias foram
analisadas para a construcdo da arvore filogenética (Kumar et al., 2018).

Extracdo de DNA

Os isolados foram cultivados durante sete dias em meio Extrato de Malte liquido. Apos
0 crescimento, a biomassa dos isolados foi transferida para microtubos de 2 mL e
homogeneizada em vértex por um minuto com 300 pL de tampao de lise. Em seguida, os tubos
foram submetidos a um choque térmico, a -70°C em ultrafreezer por 30 minutos e a 100°C em
banho-maria por 15 minutos. Apos isso, a biomassa foi macerada com silica por dois minutos
e incubada em termobloco com 20 uL de Proteinase K a 56°C por 30 minutos. Logo depois,
foram adicionados 500 pL de uma solugdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (50:48:2) a

mistura para a extracdo do DNA. A solucdo foi homogeneizada em vortex por um minuto e
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incubada em um agitador orbital a 100 rpm por 30 minutos.

Ap0s o término do tempo de incubacéo e extracdo, a solugdo foi centrifugada a 13.500
rpm e 4°C por 15 minutos e o sobrenadante contendo DNA foi transferido para novos tubos.
Foram adicionados ao sobrenadante 500 pL de isopropanol gelado e, em seguida, os tubos
foram centrifugados a 13.500 rpm e 4°C por cinco minutos. Apds isso, todo o sobrenadante foi
descartado e 500 pL de etanol 70% foram adicionados aos pellets precipitados no fundo dos
tubos, para a lavagem de residuos da extracdo. Os tubos foram novamente centrifugados
conforme descrito para o isopropanol, o etanol foi descartado, e os tubos foram incubados em
termobloco a 56°C por 30 minutos, para a evaporacdo completa do etanol. Todo o procedimento
de lavagem com etanol 70% foi efetuado uma segunda vez. Em seguida, foram adicionados 100
pL de tampéo de eluicdo ao DNA precipitado.

A quantificacdo e determinacdo da pureza do DNA extraido foram realizadas em
espectrofotémetro (BioSpectrometer basic, Eppendorf), usando aliquotas de 4 puL de DNA
homogeneizado em 196 pL de agua Milli Q esterilizada, em tubos de 2 mL. Foram consideradas
adequadas para amplificacdo as amostras de DNA com indice de pureza inferior a 1,8. Por fim,

as amostras foram armazenadas a -20°C.

Amplificagéo por PCR

Apds a extracdo, as amostras de DNA dos isolados foram amplificadas por PCR. Foram
utilizados os primers ITS1 (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) e ITS4 (5'-
CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG-3’). Para a PCR, foi preparado um mix de solugdes
contendo, para cada reacdo, 14,5 uL. de dgua Milli-Q, 3 pL de tampao para PCR, 1,2 puL de
MgCly, 3,0 uL de dNTPs, 1,5 puL de cada primer (ITS1 e 1TS4), 0,3 uL de Taq Polimerase
(Platinum, Invitrogen) e 5,0 uL de DNA fungico. Assim, cada reacdo teve um volume final de
30 uL.

As reacoes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (Veriti, Thermo Fisher
Scientific). As condic¢des de amplificagéo consistiram em uma desnaturacéo inicial a 94°C por
cinco minutos, seguida por 35 ciclos de: desnaturagdo a 94°C por um minuto; anelamento dos
primers a 58°C por um minuto; e extensdo a 72°C por dois minutos; seguidos de uma extenséo
final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos da PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose (40 minutos,
100 V, 100 A), preparado a 1,5% em tampao TAE 1x e corado com 6 pL. de Sybergreen SYBR®

Safe (Invitrogen). Foram utilizadas aliquotas de 8 uL dos amplificados, que foram coradas com
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2 pL de Orange 6X para visualizagdo dos fragmentos em um visualizador UV. A purificacdo
dos produtos da PCR foi realizada utilizando polietilenoglicol 8000 (PEG) a 20%, com
incubacdo em termobloco a 37°C por 15 minutos. Os produtos foram lavados com etanol 80%,

transferidos para um tampéo de eluicdo e armazenados a -20°C.

Sequenciamento e andlise filogenética

O sequenciamento nucleotidico foi conduzido com os produtos da PCR purificados,
usando os primers ITS1 e ITS4, empregando o kit BigDye Terminator verséo 3.1 conforme as
orientagdes do fabricante e, posteriormente, precipitados com solucdo de Etanol/EDTA. As
amostras foram entdo eletroinjetadas em analisador automatico (ABI PRISM 3130xL, Thermo
Fisher Scientific) localizado no Laboratério Tematico de Biologia Molecular do INPA
(LTBM).

As sequéncias de DNA obtidas foram comparadas as de espécies relacionadas, obtidas
do banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), usando a
ferramenta BLASTN, considerando valores acima de 97% de similaridade. Apos a identificacédo
ao nivel de espécie dos isolados, a arvore de distancia filogenética foi construida empregando
0 método de agrupamento de vizinhos (Neighbor Joining), por meio do software Molecular
Evolutionary Genetics Analysis versdo 10.0 (MEGA X). As porcentagens de similaridade das
arvores em que os taxons associados se agruparam foram determinadas a partir de testes de

bootstrap (1.000 réplicas).

Experimentos de biodegradacao de LDPE

Os isolados foram submetidos a dois experimentos de biodegradacdo de LDPE, um em

meio solido (Munir et al., 2018), e outro em meio liquido (Perera et al., 2022).

Biodegradacédo de LDPE em meio solido

Os isolados foram submetidos a um experimento de biodegradacdo em meio soélido,
seguindo uma metodologia adaptada de Munir et al. (2018). Neste experimento, os isolados
foram cultivados sobre filmes de LDPE recortados em tiras de 3x8 cm, em placas de Petri

contendo o meio Agar Mineral, em condicdes estacionarias a temperatura ambiente por 21 dias.
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Meio agar mineral

O meio de cultura utilizado neste experimento foi o Agar Mineral, acrescido do
surfactante Tween 80 como fonte suplementar de carbono. A composi¢do do meio para 1 litro
de agua destilada e pH 7 consistiu de: (NH4)2SO4 (1 g); MgSO4.7H20 (0,5 g); NaCl (1 g);
CaCl2.2H20 (0,002 g); FeSO4.7H20 (0,001 g); MnSO4.H20 (0,001 g); K2HPO4 (1 g); KH2PO4
(0,2 g); ZnS0O4.7H20 (0,001 g); CuS04.5H,0 (0,001 g); Agar (15 g); e Tween 80 (0,1% v/v),
sendo este Gltimo adicionado apds a autoclavagem do meio (liyoshi; Tsutsumi; Nishida, 1998;
Shrestha et al., 2019).

Bioprocesso

Ap0s a pesagem e a assepsia, cada tira de LDPE foi transferida assepticamente para uma
placa de Petri contendo 30 mL de meio Agar Mineral, dentro de uma cAmara de fluxo laminar.
Em seguida, dois discos miceliais de 0,8 cm de cada isolado, cultivados em BDA por 8 dias,
foram inoculados em cada tira, um em cada extremidade. As placas foram entdo armazenadas
em estufa a temperatura ambiente por 21 dias. Como controle negativo, foram utilizadas placas
contendo meio de cultura e tiras de LDPE sem indculo fungico, e como controle positivo, foi
utilizada uma cepa de Pleurotus ostreatus da colecdo de culturas do INPA.

Ao término do experimento, as tiras de LDPE foram manualmente removidas dos
cultivos e separadas do micélio. Posteriormente, as tiras foram lavadas sucessivamente com
etanol 70% e agua destilada esterilizada (Khruengsai; Sripahco; Pripdeevech, 2021). As tiras
foram entdo secas em estufa a 60°C por 24 horas e armazenadas em sacolas do tipo “ziplock”
rotuladas, para a posterior avaliacdo da degradacao do plastico.

A extracdo das enzimas fungicas foi conduzida seguindo uma metodologia adaptada de
Nakajima, Soares e Queiroz (2018). O meio de cultura e a biomassa presentes nas placas foram
misturados com 30 mL de agua destilada esterilizada em frascos Erlenmeyer de 125 mL. Essas
misturas foram incubadas a temperatura ambiente por uma hora, utilizando um agitador orbital
a 180 rpm. Posteriormente, as misturas foram filtradas através de oito camadas de gaze e
submetidas a uma centrifugacdo a 10.000 rpm e 4°C durante 10 minutos. Os extratos resultantes
foram entdo armazenados a -20°C, para serem utilizados nos ensaios de atividade das

fenoloxidases.
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Biodegradacgéo de LDPE em meio liquido

Os isolados foram submetidos a um experimento de biodegradacdo em meio liquido,
seguindo uma metodologia adaptada de Perera et al. (2022). Neste experimento, os isolados
foram cultivados em fermentagéo submersa sobre filmes de LDPE de 10x11 cm, em frascos
Erlenmeyer contendo meio Caldo Mineral, em condicGes estacionarias a temperatura ambiente

por 21 dias.

Meio caldo mineral

O meio de cultura utilizado neste experimento foi o Caldo Mineral, livre de fontes de
carbono. A composicao do meio para 1 litro de 4gua destilada e pH 7 consistiu de: (NH4)2SO4
(1 g); MgS04.7H.0 (0,5 g); NaCl (1 g); CaCl..2H,0O (0,002 g); FeS0O4.7H,O (0,001 g);
MnS04.H20 (0,001 g); K2HPO4 (1 g); KH2PO4 (0,2 g); ZnS04.7H20 (0,001 g); e CuSO4.5H-0
(0,001 g) (Shrestha et al., 2019).

Bioprocesso

Apds a pesagem e a assepsia em etanol 70% por 24h, cada filme de LDPE foi transferido
assepticamente para um Erlenmeyer contendo 50 mL de meio Caldo Mineral autoclavado,
dentro de uma camara de fluxo laminar. Em seguida, trés discos miceliais de 0,8 cm de cada
isolado, cultivados em MEA por oito dias, foram inoculados em cada frasco. Os cultivos foram
entdo armazenados a temperatura ambiente por 21 dias. Como controle negativo, foram
utilizados frascos contendo meio de cultura e filmes sem inoculo fangico.

Ao término do experimento, os filmes de LDPE foram manualmente removidos dos
cultivos e separados do micélio. Posteriormente, os filmes foram lavados sucessivamente com
etanol 70% e agua destilada esterilizada (Khruengsai; Sripahco; Pripdeevech, 2021). As tiras
foram entdo secas em estufa a 60°C por 24 horas e armazenadas em sacolas do tipo “ziplock”
rotuladas, para a posterior avaliacdo da degradacao do pléstico.

A extracdo das enzimas fungicas foi conduzida seguindo uma metodologia adaptada de
Nakajima, Soares e Queiroz (2018). O meio de cultura foi coletado e submetido a uma
centrifugagdo a 10.000 rpm e 4°C durante 10 minutos. Os extratos resultantes foram entdo

armazenados a -20°C, para serem utilizados nos ensaios de atividade das fenoloxidases.
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Quantificacio de biomassa

A biomassa dos isolados cultivados em meio liquido foi determinada através da
filtragem e pesagem do micélio seco. Ao término do experimento, o micélio dos cultivos foi
separado do meio liquido, filtrado a vacuo e seco em estufa por 24h, seguindo a metodologia
de Khruengsai, Sripahco e Pripdeevech (2021). O peso seco do micélio foi obtido com auxilio
de balanca digital (Shimadzu), e a biomassa foi determinada em gramas por litro de meio de

cultura (g/L).

Perda de massa

Os filmes de LDPE usados em ambos experimentos foram pesados antes e apds a
exposicao aos isolados fungicos, usando uma balanca digital uma balanga digital (Shimadzu).
O percentual de reducdo de massa do plastico (% RM) foi calculado utilizando a seguinte

formula (Khruengsai; Sripahco; Pripdeevech, 2021):

% RM = [(peso inicial — peso final) / peso inicial)] < 100

Atividade de fenoloxidases

Apos a obtencdo dos extratos enzimaticos, procedeu-se a determinacdo da atividade de
fenoloxidases em espectrofotdmetro (BioSpectrometer basic, Eppendorf), seguindo a
metodologia adaptada de Szklarz et al. (1989), utilizando o-dianisidina (3,3’-
dimetoxibenzidina) como substrato. Preparou-se uma solucdo de o-dianisidina a 1 mM e
dimetilsulféxido (DMSO) a 1% (v/v), dissolvendo 24,4 mg de o-dianisidina solida em 1 mL de
DMSO. A solucéo foi ajustada para um volume de 100 mL com agua destilada e armazenada
em um frasco escuro.

Para a determinacdo da atividade da lacase, a reagédo consistiu em 800 pL de tampéo
citrato-fosfato (pH 5, 0,05 M), 100 uL de solucéo de o-dianisidina (1 mM) e 100 pL do extrato
enzimatico, totalizando 1 mL de reacdo. A oxidacdo da o-dianisidina foi medida pelo aumento
da absorbancia a 460 nm (460 = 11.300 M*cm™) durante trés minutos. Para determinar a
atividade das fenoloxidases totais, seguiu-se 0 mesmo procedimento anterior, porém

subtraindo-se 200 pL de tampao e adicionando-se 200 pL de peroxido de hidrogénio (2 mM) a
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reacdo. A atividade das peroxidases foi determinada pela diferenga entre a atividade das
fenoloxidases totais e a atividade da lacase (Souza, 2004).

Neste estudo, definiu-se uma unidade de atividade enzimatica (U) como a quantidade
de enzima capaz de oxidar 1 pmol de substrato por minuto. Essa determinagado ¢ baseada na Lei

de Lambert-Beer, seguindo a equagao abaixo (Leonowicz; Grzywnowicz, 1981):

U/Kg = A Abs. x10°

exRxt

A Abs.= Variac¢do na absorbancia (final - inicial).
€ = coeficiente de absortividade molar ou coeficiente de extingao.
R = volume de extrato enzimético utilizado.

t = tempo de reagdo em minutos.

A atividade das fenoloxidases obtidas do experimento solido foi determinada em U/Kg,
enguanto a atividade das fenoloxidases do experimento liquido foram expressas em U/L.

Analise estatistica
Os dados obtidos foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste de Tukey para comparacdo de médias, utilizando o software GraphPad Prism versao

10.1.0.316. Um nivel de significancia de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

RESULTADOS
Isolamento de fungos do Bosque do INPA (Manaus—Amazonas)
No presente estudo, 38 amostras de esporomas de macrofungos lignicolas foram

coletadas no Bosque do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), associados a

amostras lignoceluldsicas em decomposicéo (Figura 1).



70

Figura 1. Esporomas de macrofungos do Bosque da Ciéncia do INPA em Manaus—AM submetidos a isolamento

no presente trabalho.

A partir dessas amostras, foram obtidos quatro isolados pertencentes ao filo
Basidiomycota, e quatro do filo Ascomycota. Os isolados de basidiomicetos representavam as
ordens Agaricales, Polyporales e Russulales, enquanto os ascomicetos isolados pertenciam as
ordens Botryosphaeriales e Xylariales. As col6nias puras dos oitos isolados (Figura 2) foram
selecionadas para as demais etapas do presente trabalho.

Figura 2. Aspecto macromorfolégico da cultura em BDA dos fungos isolados no presente trabalho, & parte de

esporomas de macrofungos do Bosque da Ciéncia do INPA, em Manaus—-AM.

A - SCM050722; B - ILM050722; C — PFM050722; D — PCS010223; E — EEM140223; F — ASS170223; G —
XHS310123; H — XPM090323.
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Anélise Filogenética dos Isolados

O sequenciamento da regido ITS (ITS1-5.85-1TS4) foi realizado nos oito isolados de
interesse. Posteriormente, comparamos as sequéncias obtidas com as sequéncias-tipo
disponiveis no NCBI para determinar os géneros e espécies dos isolados. A andlise esta
detalhada na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados da avaliacdo de similaridade de sequéncias da regido ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1),
5.8S (Ribosomal RNA) e ITS4 (Internal Transcribed Spacer 4) dos oito fungos isolados neste estudo, comparadas
com sequéncias-tipo depositadas no NCBI (Banco de dados do Instituto Nacional de Salde dos Estados Unidos)

e as espécies associadas a essas sequéncias.

Cddigo do Similaridade de Sequéncia
isolado Coordenadas GPS Espécie Sequencia-tipo de DNAr ITS
CPOINPA1 Cultura do INPA Pleurotus ostreatus KY962492.1 100%
SCMO050722  -3.095935, -59.988687  Schizophyllum commune KY244078.1 100%
ILM050722 -3.099829, -59.985103  Irpex laceratus MH329679.1 95%
PFM050722 -3.094363 ,-59.988728  Phlebiopsis flavidoalba KP135404.1 99%
PCS010223 -3.094364,-59.987947  Peniophora crassitunicata KR093906.1 99%
EEM140223 -3.099458, -59.985039  Endomelanconiopsis endophytica MT507804.1 100%
ASS170223 -3.094429,-59.987497  Annulohypoxylon stygium JQ760969.1 100%
XHS310123 -3.093971, -59.988704  Xylaria heliscus JQ760910.1 95%
XPM090323 -3.094819, -59.988218  Xylaria plebeja KY250417.1 98%

Os resultados da analise filogenética mostraram que todos os isolados apresentaram
similaridade de DNA superior a 95% com as regifes ITS1-5.8S5-1TS4 dos acessos-tipo. No
presente trabalho, assumimos que os isolados de basidiomicetos foram identificados como
Schizophyllum commune SCMO050722, Irpex laceratus ILM050722, Phlebiopsis flavidoalba
PFM050722, e Peniophora crassitunicata PCS010223. Devido as limitacGes taxondmicas da
regido ITS na identificacdo de algumas espécies do filo Ascomycota, assumimos que 0s
isolados de ascomicetos foram identificados como pertencentes aos géneros
Endomelanconiopsis (EEM140223), Annulohypoxylon (ASS170223), e Xylaria (XHS310123
e XPM090323). O estudo filogenético foi realizado com a finalidade de demostrar a associagdo

filogenética entre os isolados e as sequencias-tipo (Figura 3).
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Figura 3. Reconstrucéo da arvore filogenética de nove isolados de Basidiomycota e Ascomycota e sequéncias-tipo
do NCBI utilizando o modelo Neighbor-Joining: Uma Andalise Comparativa da Diversidade Genética e das
Relacdes Evolutivas.

99 Schizophyllum commune (KY244078.1)
% 01
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o7
92 Xylaria cf_ heliscus (JQ760910.1)
g8 21
Rhizopus arrhizus (NR 103585.1)
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01 - SCM050722; 24 - CPOINPA1,; 13 - PFM050722; 02 - ILM050722; 05 - PCS010223; 08 - ASS170223; 17 -
EEM140223; 07 - XPM090323; 21 - XHS310123.

Os nimeros em cada n6 indicam a probabilidade de semelhanga (%).

Avaliacdo da degradacéo de LDPE pelos fungos em meio com agar

No presente estudo, foi investigada a capacidade de diferentes espécies de fungos
isolados do Bosque da Ciéncia do INPA, Manaus—AM, em degradar plastico, bem como sua
atividade enzimatica de lacase e peroxidases, com o objetivo de determinar qual isolado seria
mais adequado para degradar filmes de LDPE em meio solido. Os resultados da avaliacdo estdo

detalhados na Tabela 2 e nas Figuras 4 e 5.
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Tabela 2. Avaliacdo da reducdo de massa de filmes de LDPE, vigor micelial e producéo de fenoloxidades (lacase

e peroxidades) em superficie de meio agar por fungos isolados do bosque do INPA, Manaus—AM.

Reducéo de massa Vigor  Atividade de Lacase Atividade de Peroxidases

Espécie (%) micelial (x10° Ug™h) (x10°° Ug™h)
Pleurotus ostreatus 3,7+09°% +++ 7,2+04°% 45+11°%
Schizophyllum commune 23+0,32 ++ 38+33P 50+6,83P
Irpex laceratus 3+12¢° +++ 7,2+19° n/d
Phlebiopsis flavidoalba 2+13° ++ 32+08°" 08+1,1"
Peniophora crassitunicata 15+22¢% + 13+11° 24+192P
Endomelanconiopsis endophytica 32+04°2 + 18,1 +15,33° 05+0,8"
Annulohypoxylon stygium 38+0,1° ++ 4+ 16+15" 0,3+04°
Xylaria heliscus 2+01° ++ 48+152 2,7+382"P
Xylaria plebeja n/d + 11,9+343°b n/d

Letras diferentes indicam diferenga estatistica ao nivel de seguranca de 95% (ANOVA, Teste T).

n/d: ndo detectada.

Figura 4. Reducdo de massa de filmes de LDPE (%) em superficie de meio agar por fungos isolados do bosque do

INPA, Manaus—AM.
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A — Pleurotus ostreatus CPOINPAZL; B - Schizophyllum commune SCM050722; C - Irpex laceratus ILM050722;
D - Phlebiopsis flavidoalba PFM050722; E - Peniophora crassitunicata PCS010223; F - Endomelanconiopsis
endophytica EEM140223; G - Annulohypoxylon stygium ASS170223; H - Xylaria heliscus XHS310123; | - Xylaria

plebeja XPM090323.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica ao nivel de seguranca de 95% (ANOVA, Teste T).
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Figura 5. Producéo de fenoloxidades (lacase e peroxidades) (U/Kg) em superficie de meio agar por fungos isolados
do bosque do INPA, Manaus—-AM.
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A — Pleurotus ostreatus CPOINPAZL; B - Schizophyllum commune SCM050722; C - Irpex laceratus ILM050722;
D - Phlebiopsis flavidoalba PFM050722; E - Peniophora crassitunicata PCS010223; F - Endomelanconiopsis
endophytica EEM140223; G - Annulohypoxylon stygium ASS170223; H - Xylaria heliscus XHS310123; | - Xylaria
plebeja XPM090323.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica ao nivel de seguranca de 95% (ANOVA, Teste T).

Observamos que todos os isolados salvo Xylaria plebeja XPM090323 promoveram a
reducdo de massa do plastico, com uma diminuicdo de 2-4%. Dentre estes, destacaram-se
Pleurotus ostreatus CPOINPAL, Irpex laceratus ILMO050722, Endomelanconiopsis
endophytica EEM140223 e Annulohypoxylon stygium ASS170223 (3-4%). Além disso, E.
endophytica EEM140223 exibiu a atividade de lacase mais elevada, com um valor de 18,1
U/Kg. Por fim, em relacdo a atividade de peroxidases, Schizophyllum commune SCM050722

se destacou, apresentando a maior atividade com um valor de 5,9 U/Kg.

Avaliacdo da degradacdo de LDPE pelos fungos em meio liquido

Neste estudo, alguns dos isolados foram submetidos a cultivo em meio liquido para
avaliar sua capacidade de degradar filmes de LDPE. Os resultados mostram variacGes
significativas na redugdo de massa, biomassa produzida, atividade de lacase e atividade de
peroxidases entre as diferentes espécies de fungos analisadas. Os resultados do estudo estdo

detalhadados na Tabela 3 e nas Figuras 6, 7 e 8.
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Tabela 3. Avaliacdo da reducdo de massa de filmes de LDPE, biomassa produzida e producdo de fenoloxidades (lacase e

peroxidades) em meio liquido por fungos isolados do bosque do INPA, Manaus—AM.

Reducdo de Atividade de Lacase Atividade de Peroxidases
Espécie massa (%) Biomassa (gL}) (x10°*UmL™) (x10° UmLY)

Schizophyllum commune 0,05+0,07? 2+0,07" 252+169° n/d

Irpex laceratus 0,1+0,22 1,9+0,04° 1,8+0° 09+13°
Phlebiopsis flavidoalba 02+0,2° 1,4+0,15° 13,7+8,1% 1,3+19°
Endomelanconiopsis endophytica 0,15+0,07? 2,8+0,082° 10,2+56° n/d

Xylaria heliscus 0,1+£0,07° 41052 4+06"° 13,3+ 3,8?
Xylaria plebeja 15+12 26+048Pb 15+11,3° 7,1+102b

Letras diferentes indicam diferenca estatistica ao nivel de seguranca de 95% (ANOVA, Teste T).
n/d: ndo detectada.

Figura 6. Reducéo de massa de filmes de LDPE (%) em meio liquido por fungos isolados do bosque do INPA,
Manaus—-AM.
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A - Schizophyllum commune SCMO050722; B - Irpex laceratus ILM050722; C - Phlebiopsis flavidoalba
PFMO050722; D - Endomelanconiopsis endophytica EEM140223; E - Xylaria heliscus XHS310123; F - Xylaria
plebeja XPM090323.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica ao nivel de seguranca de 95% (ANOVA, Teste T).
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Figura 7. Biomassa produzida em cultivo com filmes de LDPE (g/L) em meio liquido por fungos isolados do

bosque do INPA, Manaus—AM.
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A - Schizophyllum commune SCMO050722; B - Irpex laceratus ILMO050722; C - Phlebiopsis flavidoalba
PFMO050722; D - Endomelanconiopsis endophytica EEM140223; E - Xylaria heliscus XHS310123; F - Xylaria

plebeja XPM090323.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica ao nivel de seguranca de 95% (ANOVA, Teste T).

Figura 8. Producdo de fenoloxidades (lacase e peroxidades) (U/L) em meio liquido por fungos isolados do bosque

do INPA, Manaus—-AM.
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A - Schizophyllum commune SCMO050722; B - Irpex laceratus ILM050722; C - Phlebiopsis flavidoalba
PFMO050722; D - Endomelanconiopsis endophytica EEM140223; E - Xylaria heliscus XHS310123; F - Xylaria

plebeja XPM090323.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica ao nivel de seguranca de 95% (ANOVA, Teste T).
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Observou-se que, no experimento em meio liquido, todos os isolados investigados
promoveram alguma reducdo de massa do plastico, com Xylaria plebeja XPM090323
destacando-se como o mais eficiente na degradacdo do material (1,5%). O isolado Xylaria
heliscus XHS310123 apresentou a maior produgdo de biomassa (4,1 g/L). Quanto a atividade
de enzimas, Schizophyllum commune SCM050722 mostrou a maior atividade de lacase, com
um valor de 25,2 U/L, enquanto X. heliscus XHS310123 exibiu a maior atividade de

peroxidases, com um valor de 13,3 U/L.

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo revelaram que foi possivel isolar e identificar oito
diferentes fungos a partir de amostras coletadas no Bosque do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazodnia (INPA) em Manaus—AM. Esses fungos foram identificados como quatro
pertencentes ao filo Basidiomycota e quatro ao filo Ascomycota. Esses achados constituem um
passo importante na compreensdo da diversidade microbiana desse ecossistema, fornecendo
informac@es valiosas sobre a presenca e a identidade de fungos que podem desempenhar um
papel fundamental na degradacdo de materiais lignoceluldsicos e plasticos.

A presenca dos isolados de fungos obtidos a partir do Bosque do INPA estd em
consonancia com estudos anteriores que identificaram uma ampla variedade de fungos
lignoceluloliticos na regido amazonica (Cavalcante et al., 2021; Patricio et al., 2021; Simdes;
Cavalcante; Lima, 2021). Isso indica que a microbiota fingica desse ecossistema € rica e
diversificada, o que é essencial para a degradacdo de materiais organicos complexos, como a
lignina presente em materiais vegetais em decomposi¢cdo. A identificacdo dos géneros e
espécies desses isolados por meio da regido ITS é um avanco significativo, permitindo uma
caracterizacdo mais precisa das capacidades de degradacdo desses fungos em comparagdo com
estudos anteriores (Lucking et al., 2020; Tekpinar; Kalmer, 2019).

No presente estudo consideramos que a analise filogenética baseada na regido ITS
permitiu a identificacdo dos isolados Basidiomycota até nivel de espécie e Ascomycota até o
nivel de género, proporcionando uma base sélida para a compreensdo de suas caracteristicas e
capacidades. A regido ITS é amplamente utilizada em estudos de filogenia fungica devido a sua
alta variabilidade e capacidade de discriminacdo entre espécies. Os resultados obtidos neste
estudo estdo alinhados com estudos anteriores que demonstraram a eficacia dessa regido para a
identificacdo de fungos (Hofstetter et al., 2019; Perera et al., 2022; Sangale; Shahnawaz; Ade,

2019). Isso contribui para o conhecimento da biodiversidade fungica na regido e fornece
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informagdes Uteis para futuras investigacdes e estudos ecoldgicos.

Em relagdo a degradacéo de filmes de LDPE, considerando ambos experimentos, todos
os isolados demonstraram capacidade similar de reduzir a massa dos filmes. Os resultados
indicam que diferentes espécies de fungos apresentaram variabilidade na sua capacidade de
degradar o material, em diferentes condi¢des de cultivo. Em meio sélido, os isolados Pleurotus
ostreatus CPOINPAL, Irpex laceratus ILMO050722, Endomelanconiopsis endophytica
EEM140223 e Annulohypoxylon stygium ASS170223 demonstraram maior eficiéncia na
degradacéo, e, em meio liquido, Xylaria plebeja XPM090323 destacou-se na reducao de massa.
Em ambos experimentos, os fungos exibiram diferentes niveis de atividade enzimatica de lacase
e peroxidases. Estes resultados evidenciam a complexidade do processo de biodegradacéo e
como eles podem ser influenciados por diferentes fatores e varidveis. Os resultados sugerem
que a degradacdo de LDPE por fungos ainda apresenta limitacdes, e destacam a necessidade de
pesquisas adicionais para compreensao e otimizacdo desse processo.

Foi possivel constatar que a reducao de massa pelos isolados foi baixa, em comparacéo
com a literatura, onde os percentuais de reducdo de massa sdo variados. Tem sido argumentado
que a medida da perda de massa ndo € um indicador preciso da biodegradacdo completa do
polietileno, visto que a redugdo na massa pode indicar que outros compostos do material podem
ter sido consumidos ao invés da cadeia principal do polimero, tais como cadeias laterais curtas
e aditivos (Montazer; Najafi; Levin, 2020). N&o obstante, a observacdo da redugdo da massa
dos filmes de LDPE pelos isolados fornece evidéncia solida da capacidade destes organismos
de colonizar e exercer atividade bioldgica sobre este material, portanto fornecendo evidéncias
da primeira etapa da biodegradacéo, a biodeterioracdo. Assim, a medida de perda de massa,
ainda que apresente alta variabilidade entre estudos e indique apenas uma degradacéo parcial,
permanece como um método simples e eficaz para monitorar o potencial de fungos de realizar
a biodegradacao do polietileno.

A avaliacdo da degradagdo de filmes de LDPE em meio liquido revelou que as condicGes
experimentais empregadas neste estudo resultaram em uma degradacdo limitada do pléstico.
Isso sugere que, sob as condicGes testadas, a capacidade dos fungos isolados de degradar o
LDPE em meio liquido foi restrita. Isso pode ser um desafio significativo na busca por solugdes
eficazes para a degradacdo de plasticos em ambientes aquaticos. Portanto, € importante
investigar diferentes estratégias e condi¢fes para otimizar a degradacdo de plasticos nesse
contexto.

Este estudo apresenta algumas limitagdes, incluindo uma amostragem relativamente

baixa e a falta de representatividade da diversidade microbiana da floresta de terra firme tipica
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da Amazbnia. Além disso, ndo foram conduzidos experimentos de otimizacdo da
biodegradacao, o que poderia melhorar os resultados da degradacao de plastico. Futuros estudos
podem abordar essas limitacfes, expandindo a amostragem, considerando diferentes areas da
Amazonia na busca por isolados com potencial para degradar plastico, e explorando abordagens
mais detalhadas para otimizar as metodologias de biodegradacdo. Além disso, a investigacdo
de outras classes de polimeros e a interacdo de fungos com comunidades microbianas podem
fornecer uma compreensdo mais abrangente do processo de biodegradacao.

Os resultados deste estudo tém implicacdes significativas em varias areas. Do ponto de
vista cientifico, contribuem para o conhecimento da biodiversidade microbiana na Amazonia,
especialmente no que se refere a capacidade de degradacdo de materiais recalcitrantes.
Economicamente, esses resultados podem abrir oportunidades para o desenvolvimento de
tecnologias de biodegradacdo de plastico, o que é de grande relevancia, dada a crescente
preocupacdo com a poluicdo plastica em nivel global. Ambientalmente, a pesquisa pode
fornecer insights sobre a reducdo da acumulacdo de plasticos em ecossistemas naturais, como
a Amazonia, com beneficios potenciais para a preservacdo da biodiversidade e a qualidade do
solo e da &gua. Portanto, esses achados podem contribuir significativamente para a resolucéo

do problema do plastico no mundo, bem como para o entendimento e preservacao da Amazénia.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, foram isoladas e identificadas oito cepas de fungos lignicolas do Bosque
do INPA, Manaus—AM. Este é o primeiro estudo de biodegradacao flngica de plasticos voltado

especificamente ao polietileno na regido amazonica.

Todas as cepas estudadas mostraram potencial na degradacdo de LDPE, com destaque
para 0s isolados Pleurotus ostreatus CPOINPAL, Irpex laceratus 1LM050722,
Annulohypoxylon stygium ASS170223, Endomelanconiopsis endophytica EEM140223, e
Xylaria plebeja XPM090323.

Todas as cepas estudadas demonstraram a capacidade de produzir fenoloxidases,
evidenciando o potencial para aplicagdes biotecnologicas.

Neste estudo, € relatado pela primeira vez o potencial de degradacdo de PE para as
espécies Irpex laceratus, Peniophora crassitunicata, Endomelanconiopsis endophytica,

Annulohypoxylon stygium, Xylaria heliscus e Xylaria plebeja.

Para investigar este potencial, faz-se necessario conduzir estudos adicionais para

otimizar os parametros de produgéo de fenoloxidases e degradagédo de LDPE por estes isolados.
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