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RESUMO

ABUSSAFI, Leonardo Dib de Sousa. Desenvolvimento de métodos para
prospeccdo de bactérias de solos de depdsitos plasticos com potencial de
degradar polietileno de alta densidade. 2026. 79. Dissertagdo (Mestrado em
Microbiologia) — Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2026.

A poluicdo ambiental por plasticos, em especial pelo polietileno de alta densidade
(PEAD), constitui um problema persistente devido a elevada recalcitrancia desse
polimero, a baixa biodisponibilidade de suas cadeias e a complexidade metodoldgica
envolvida na prospeccao e triagem de microrganismos com potencial de interagir com
esse substrato. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo formular
meios de cultivo para triagem e isolamento de microrganismos com potencial de
degradar PEAD, utilizando Pleurotus ostreatus como modelo. Também de
desenvolver métodos de bioprospeccdo de bactérias com potencial de degradar
PEAD e avaliar pools obtidos pelos métodos de prospeccdo por meio de ensaios
baseados na formacé&o de halos claros em pocos de difusdo. Foram formulados meios
minimos contendo PEAD em diferentes granulometrias, combinados ou ndo com
aditivos como Tween80 e Oleo mineral, avaliando-se parametros criticos como
dispersdo do polimero no meio solidificado e resposta de crescimento fungico.
Observou-se que o Tween80 melhorou a homogeneizacédo das particulas de PEAD,
enquanto o 6leo mineral comprometeu a uniformidade do meio, limitando a
aplicabilidade de ensaios em placas. Verificou-se também que P. ostreatus nao
formou halos claros em nenhuma das formulacdes testadas, e que a presenca
simultanea de mudltiplas fontes de carbono (PEAD, Tween e 6leo mineral) esteve
associada a reducdo da densidade micelial e a diminuicdo da velocidade de
crescimento, indicando interferéncia nutricional. Para bioprospeccdo bacteriana,
foram empregadas metodologias baseadas em plagueamento direto e enriquecimento
em meio contendo PEAD, com posterior isolamento em meios nao seletivos e em meio
solidificado formulado contendo PEAD. A passagem por esse meio “MP1 Agar’
reduziu o niumero de morfotipos recuperados, evidenciando carater seletivo do meio,

embora sem dados suficientes para inferir se tal seletividade favorece microrganismos



com capacidade de biodegradacdo de PEAD. Na triagem por pocos de difusdo, 20
pools bacterianos foram avaliados, sendo que apenas o pool 101GR apresentou
formacdao consistente de halo claro em meios especificos, com carater compativel com
a degradacdo dos gelificantes. Quando os integrantes do pool foram isolados, o
fendtipo de halo néo foi reproduzido pelos isolados, sugerindo dependéncia de alta
densidade celular, ou de interagbes consorciadas, para expressdo do efeito
observado. Conclui-se que o trabalho estabeleceu um conjunto de formulagdes e um
fluxo experimental de prospecc¢éao e triagem reprodutivel para selecéo inicial de pools
e isolados obtidos sob presséao seletiva do PEAD, ao mesmo tempo em que identificou
limitagcdes fundamentais de interpretacdo em ensaios baseados exclusivamente em
halos, crescimento ou alteracdes visuais em placas. Assim, os resultados fornecem
uma base metodoldgica inicial para estudos posteriores que integrem validacdes
analiticas especificas e ensaios direcionados a comprovacado de biodegradacao

efetiva do PEAD pelos morfotipos isolados.

Palavras-chave: Polietileno de alta densidade; microplasticos; biodegradacéao;

bioprospeccéao; Pleorotus ostreatus.



ABSTRACT

ABUSSAFI, Leonardo Dib de Sousa. Development of methods for prospecting soil
bacteria from plastic deposits with the potential to degrade high-density
polyethylene. 2026. 79. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Centro de
Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2026.

Environmental pollution from plastics, especially high-density polyethylene (HDPE), is
a persistent problem due to the high recalcitrance of this polymer, the low bioavailability
of its chains, and the methodological complexity involved in prospecting and screening
microorganisms with the potential to interact with this substrate. In this context, the
present work aimed to formulate culture media for screening and isolating
microorganisms with the potential to degrade HDPE, using Pleurotus ostreatus as a
model. It also aimed to develop bioprospecting methods for bacteria with the potential
to degrade HDPE and to evaluate pools obtained by prospecting methods through
assays based on the formation of clear halos in diffusion wells. Minimal media
containing HDPE in different particle sizes were formulated, combined or not with
additives such as Tween80 and mineral oil, evaluating critical parameters such as
polymer dispersion in the solidified medium and fungal growth response. It was
observed that Tween80 improved the homogenization of HDPE particles, while mineral
oil compromised the uniformity of the medium, limiting the applicability of plate assays.
It was also found that P. ostreatus did not form clear halos in any of the formulations
tested, and that the simultaneous presence of multiple carbon sources (HDPE, Tween,
and mineral oil) was associated with reduced mycelial density and decreased growth
rate, indicating nutritional interference. For bacterial bioprospecting, methodologies
based on direct plating and enrichment in a medium containing HDPE were employed,
followed by isolation in non-selective media and in a formulated solidified medium
containing HDPE. Passage through this "MP1 Agar" medium reduced the number of
morphotypes recovered, evidencing the selective nature of the medium, although
without sufficient data to infer whether such selectivity favors microorganisms with the
capacity to biodegrade HDPE. In diffusion well screening, 20 bacterial pools were
evaluated, with only pool 101GR showing consistent formation of a clear halo in
specific media, consistent with the degradation of gelling agents. When the pool

components were isolated, the halo phenotype was not reproduced by the isolates,



suggesting a dependence on high cell density or consortiated interactions for the
expression of the observed effect. It is concluded that this work established a set of
formulations and a reproducible experimental workflow for prospecting and screening
for the initial selection of pools and isolates obtained under selective pressure of
HDPE, while also identifying fundamental limitations of interpretation in assays based
exclusively on halos, growth, or visual changes in plates. Thus, the results provide an
initial methodological basis for subsequent studies that integrate specific analytical
validations and assays aimed at proving the effective biodegradation of HDPE by
isolated morphotypes.

Keywords: High-density polyethylene; microplastics; biodegradation; bioprospecting;

Pleurotus ostreatus.
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1 INTRODUCAO

A producdo mundial de plasticos apresenta um crescimento continuo ao
longo dos anos (Plastics Europe, 2025). No ano de 2024 foram produzidas
aproximadamente 430,9 milh6es de toneladas (Mt) de plasticos. Apesar do
aumento expressivo na producdo global de plasticos, menos de 10% dos
plasticos gerados globalmente s&o reciclados, resultando em sete bilhdes de
toneladas de residuos plasticos produzidos até hoje (Geyer et al., 2020), e
milhdes de toneladas de plasticos sendo descartados todos os anos (Hougian Li
et al., 2022). Em 2022, 103,10 Mt foram enviadas para aterros, 89,99 Mt
destinadas para queima, e 29,6 Mt descartadas de maneira irregular, em rios,
lagos, oceanos ou solo (Houssini, Li, Tan, 2025). Em todas as condi¢cdes de
descarte citadas, os plasticos sofrem foto-oxidacao, oxidacao térmica, abraséao,
degradacdo quimica e biologica. Nesses processos 0s plasticos séo
fragmentados em particulas com diametro inferior a 5mm, conhecidas como
microplasticos (Luo et al., 2022; Zhang et al., 2021a).

Microplasticos (MP), a todo momento, sdo dispersos no ambiente,
podendo ser encontrados no ar, na agua potavel, nos alimentos, em lagos, rios
e oceanos (Barbosa et al., 2020; Boyle et al., 2020; Chen et al., 2020a; Chen et
al., 2020b; Frias e Nash, 2019; Hui et al., 2021; Materi¢; Holzinger; Niemann,
2022; Mitrano, Wick, Nowack, 2021; Patti et al., 2020; Xu et al., 2020). Os
microplasticos carregam consigo substancias toxicas proprias de sua
composicao: estabilizantes, corantes, plastificantes ou retardadores de chama
(Seewoo et al., 2024); e substancias adsorvidas a sua superficie durante toda
sua passagem no ambiente, como metais pesados (Liuet al., 2022a),
diclorodifeniltricloroetano (DDT) (Zhang et al., 2021b), hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (Verla et al., 2019), também microrganismos invasores,
genes de resisténcia a antibioticos e até microrganismos patogénicos resistentes
a antibioticos (Jaafarzadeh et al., 2024). Microplasticos, muitas vezes, provocam
aumento na taxa de transferéncia horizontal de genes nas regiées em que se
encontram, inclusive daqueles que codificam resisténcia a antibiéticos (Zhao et
al., 2023a).

Microplasticos também afetam a saude humana (Li et al., 2023). Com

enorme capacidade de disperséao, e ubiquidade, MPs sao diariamente ingeridos
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e inalados (Zhang et al., 2020; Zuri et al., 2023). Evidéncias em modelos animais
apontam que essas particulas podem perdurar por longos periodos nos pulmdes
e acumularem-se em figado, rins e cérebro, gerando significativa toxicidade
celular (Cetin et al., 2023; Guo et al., 2024; Horvatits et al., 2022; Jenner et al.,
2022; Lourenco et al., 2024). Também podem provocar mutagénese e
carcinogénese (Balali et al., 2024; Domenech et al., 2023; Lithner et al. 2011),
perda de peso e morte (Meng et al., 2022; Wong et al., 2020). Assim, geram
impactos constantes a salde humana e meio ambiente, afetando a vida aquética
e terrestre (Blettler et al., 2021; Seewoo et al., 2024; Wright et al.,), ndo s6 de
animais e microrganismos, mas também de algas e plantas (Hartmann et al.,
2022; Li et al., 2020).

O polietileno € um polimero termoplastico de ampla utlizagdo em
embalagens, e representa 26% de toda a massa de plasticos produzida por ano
(Plastics Europe, 2025). Seu subtipo mais recalcitrante, o Polietileno de Alta
Densidade (PEAD), representa sozinho 46,9% desse valor (Plastics Europe,
2025), que hoje frequentemente representa a maior parte dos MPs encontrados
(Beibei He et al., 2020; Ramaremisa et al., 2022; Saad et al.,2024). Portanto,
uma estratégia que ao menos mitigue a dispersao de MPs de PEAD se faz mais
do que necessaria.

As opcdes de manejo atuais de macroplasticos (posteriores geradores de
MP) se mostram ineficazes, com a reciclagem mecéanica produzindo mais MPs,
assim como o descarte em aterros sanitarios e a incineracao (Yang et al., 2021;
Zhao et al., 2023b). Uma alternativa discutida é a biodegradacao, que utiliza
microrganismos, como o fungo degradador de PEAD Pleurotus ostreatus
(Ratuchne et al., 2023), para degradar macro e microplasticos. A biodegradacéo
também reduz a necessidade de limpeza ou triagem prévia dos plasticos pos-
consumo, caso haja na aplicacdo a diversidade metabdlica necessaria para se
lidar com os plasticos descartados. A biodegradacéo é considerada uma solucao
sustentavel, e de subprodutos ecologicamente seguros (Barone et al., 2020;
Chandra et al., 2020; Liu et al., 2021; Pham et al., 2021).

A biodegradacao de PEAD, no entanto, lida atualmente com uma séria
limitacdo em relacdo a padronizacdo de métodos. Principalmente no que tange
aos métodos de prospeccdo de bactérias com potencial de degradar PEAD.

Atualmente, ndo ha padronizacdo de condicbes de cultivo, temperatura,
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composi¢cdo do meio, carga microbiana, do préprio formato e tipo do plastico a
ser utilizado, ou sobre a presenca de aditivos como 6leo mineral, Tween80 e
gelificantes (Martinez et al., 2021; McDonough et al., 2023; Menzies et al., 2022,
Montazer et al., 2020; Ghatge et al., 2020). Com métodos nos quais se obtém
“zonas de clareamento” que ndo indicam degradagao com exatidao.

Nesse contexto, este estudo insere-se na problematica ao contribuir com
a andlise de condi¢cbes padronizadas para prospeccao, selecdo e avaliagdo de
bactérias potencialmente capazes de utilizar o PEAD como fonte exclusiva de
carbono. Busca-se, assim, gerar bases conceituais e metodolégicas que possam
subsidiar futuras aplicacdes biotecnoldgicas voltadas a mitigacdo da poluicédo
plastica, especialmente no que diz respeito a fracdo microplastica

ambientalmente persistente.
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2.REVISAO DA LITERATURA

2.1 Uso DE PLASTICOS PELA HUMANIDADE

A humanidade tira proveito de polimeros fabricados desde
aproximadamente 1600 a.C., quando a borracha natural foi processada pela
primeira vez, pelos antigos mesoamericanos para produzir objetos diversos
(Hosler et al., 1999). Desse momento em diante, a humanidade foi elevando o
status de materiais semelhantes cada vez mais de “convenientes” a
“estruturalmente necessarios” sendo fabricados polimeros naturais com chifre,
ceras, borracha natural e resinas, até o inicio do século XIX, quando se deu inicio
ao desenvolvimento dos termoplasticos conhecidos hoje. Em 1839, Eduard
Simon, um boticario aleméao, descobriu o poliestireno (PS), e um tempo depois o
policloreto de vinila (PVC), foi sintetizado, e pelo menos mais 15 classes de
polimeros foram desenvolvidas apenas na primeira metade do século XX.
(Andrady et al., 2009).

Os plasticos representaram uma revolugao na engenharia de materiais.
Podendo ser leves, resistentes a choque, calor, produtos quimicos, estiramento,
eletricidade, corrosdo, sendo baratos e versateis, bem como facilmente
introduzidos em plantas fabris (Andrady et al., 2009). Além disso, podem reduzir
0 consumo de energia e as emissfes de gases de efeito estufa (GEE), ao
substituir outros materiais (Meng et al., 2024). Nesse sentido, um estudo
publicado em janeiro de 2005 pela GUA (Gesellschaft fur umfassende Analysen)
constatou que o envase de bebidas em politereftalato de etileno (PET), em
comparacao com vidro ou metal, reduzia o consumo de energia em 52% e as
emissOes de gases de efeito estufa em 55%. Outro estudo reportou que o
investimento energético para a fabricacdo de um copo de ceramica, no lugar de
um copo de poliestireno expandido (isopor), fazia com que um Unico copo de
ceramica tivesse de ser usado centenas de vezes para igualar a relagdo “uso do
produto por investimento energético para sua producédo” entre ambos (Hocking
et al., 1994; lvanov et al., 2016). Assim, durante os ultimos 60 anos, a producéo
e 0 consumo globais de plasticos aumentaram enormemente devido a fatores
como: crescimento populacional, a industrializagdo, ao consumismo e ao

desenvolvimento tecnolégico etc (Mohajan, 2025), com as demandas atuais
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girando em torno de mais de 430 milh8es de toneladas de plasticos anualmente
(Plastics Europe, 2025).

Da gama de plasticos mais produzidos hoje, destacam-se o Poliestireno
(PS), Poliuretano (PUR), Politereftalato de etileno (PET), Policloreto de vinila

(PVC), Polipropileno (PP) e o Polietileno (PE), como representado na Figura 1.

Figura 1 — Representacao da distribuicdo percentual dos plasticos produzidos
no ano de 2025.

Distribuicao percentual dos plasticos produzidos atualmente

PS

PUR

Outros Diversos

Fonte: Adaptado de Plastics Europe 2025. — Poliestireno (PS), Poliuretano (PUR), Politereftalato
de etileno (PET), Palicloreto de vinila (PVC), Polipropileno (PP) e Polietileno (PE).

O PS é comumente utilizado na forma de copos descartaveis, bandejas
de alimentos, isopor, embalagens, caixas térmicas, potes rigidos, e talheres
descartaveis. O PUR encontra-se na composicdo de espumas de colchdes e
estofados, espumas rigidas de isolamento térmico, solas de calgados,
selantes/colas, vernizes e tintas. O PET, em garrafas de refrigerante, agua,
frascos de Oleo e alimentos, embalagens transparentes, fibras téxteis (na forma
de poliéster) e filmes. Enquanto o PVC é reconhecido em tubos e conexdes

hidraulicas, mangueiras, cabos elétricos (revestimento), pisos vinilicos,
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esquadrias e cartbes plasticos. O PP, por sua vez, € encontrado em potes de
alimentos, tampas, seringas e outros materiais hospitalares descartaveis,
sacarias, embalagens rigidas e pecas automotivas. Enquanto o PE pode compor
sacolas e filmes plasticos, embalagens flexiveis, frascos de detergente, leite,
tampas, baldes, galdes, tubulagBes etc. Uma representacdo esquematica,
contendo esses e outros tipos de plasticos, seus principais usos e destinos apos

o descarte se encontra na Figura 2.

Figura 2 — Representacdo esquematica dos tipos de plasticos, seus principais

usos e destinos ap0s o descarte.

CLASSIFICAGAO DOS PLASTICOS (POLIMEROS)
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Fonte: O préprio autor. — Politereftalato de etileno (PET), Polietileno de alta densidade (HDPE),
Policloreto de vinila (PVC), Polietiieno de baixa densidade (LDPE), Polipropileno (PP) e
Poliestireno (PS).

Somado a alta producao atual, estima-se que aproximadamente 50% dos
plasticos produzidos sdo descartados apds um Unico uso, muitas vezes apés
poucos dias ou minutos (Geyer et al., 2017). Assim, com uma crescente tao
agressiva na producao de plasticos desde 1950 (Kumagai et al., 2020), houve
também o fracasso de técnicas adequadas para o manejo dos residuos plasticos.
Como consequéncia, observa-se que até o ano de 2020, das sete bilhdes de
toneladas de residuos plasticos geradas até o momento, estimou-se que apenas
cerca de 10% foram recicladas, 14% foram incineradas, enquanto os 76%

restantes teriam sido descartados em aterros sanitarios, lixdes ou no meio



28

ambiente (Geyer et al., 2017). Em nameros absolutos, em 2022, com cerca de
400 milhdes de toneladas de plastico produzidas somente nesse ano, mais de
267 milhdes de toneladas foram descartadas, 103,10 milhdes sendo enviadas
para aterros, 89,99 milhdes sendo destinadas para queima, e 29,6 milhdes sendo
descartadas de maneira irregular, em rios, lagos, oceanos ou solo (Houssini; Li;
Tan, 2025).

Em todas as condi¢Bes de descarte citadas, os plasticos sdo colocados
sob acao de foto-oxidacao, oxidacao térmica, abrasdo mecanica, degradacdo
guimica e bioldgica. Sob tais condi¢bes, os plasticos sdo fragmentados e
particulados dando origem a corpos com diametro menores do que 5mm,
conhecidos como microplasticos (Halle et al., 2017; Luo et al., 2022; Zhang et
al., 2021a).

2.2 MICROPLASTICOS E A SAUDE

Os microplasticos (MPs) sdo usualmente classificados em primarios ou
secundarios com base em sua origem. MPs primarios sdo propositalmente
produzidos em processos fabris. Geralmente sendo utilizados como pos
abrasivos, usados em cosméticos ou produtos de limpeza. Enquanto MPs
secundarios sdo microplasticos advindos do processo de degradacéao,
envelhecimento e deterioracdo de plasticos maiores (macroplasticos) (Andrady,
2011; Browne et al., 2007; Browne et al., 2011).

Devido ao seu pequeno tamanho, e grande area superficial relativa, os
MPs sdo geralmente considerados um risco ambiental maior do que particulas
de plastico maiores (Cole et al., 2015). Por onde passam, 0os microplasticos
carregam consigo substancias toxicas que foram adicionadas a sua composicao
durante sua fabricacdo, nomeadas de aditivos. Esses aditivos somam até 13.000
substancias que possuem diversas funcdes, sendo as principais delas modificar
propriedades do plastico. Tais aditivos podem tornar os plasticos mais
resistentes a radiacdo ultravioleta (UV) ou calor, torna-los mais macios,
transparentes, endurecidos, ou ainda atuar como estabilizantes, corantes,
plastificantes, retardadores de chama, sequestrantes de &acido, agentes
antiestaticos, lubrificantes, plastificantes etc. Esses aditivos, muitas vezes

incluem em sua composi¢cdo metais, como cadmio, cromo, chumbo, mercurio,
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cobalto e zinco (Megill et al., 2024; Turner et al., 2021), e podem, mesmo que
raramente, representar até 50% do peso total do polimero (Hahladakis et al.,
2018; Turner et al., 2021).

Os MPs nao carregam consigo apenas aditivos téxicos, mas também
substancias que sdo adsorvidas a sua superficie durante sua passagem no
ambiente. Dentre essas substancias estdo metais pesados (Liu et al., 2021),
diclorodifeniltricloroetano (DDT) (Zhang et al., 2021b), e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (Verla et al., 2019). Os MPs também podem carregar
genes de resisténcia a antibibticos e até microrganismos patogénicos resistentes
a antibidticos (Jaafarzadeh et al., 2024). Microplasticos também podem provocar
aumento na taxa de transferéncia horizontal de genes nas regides em que se
encontram, podendo facilitar a transferéncia de genes envolvidos em
resisténcias diversas (Zhao et al., 2023a).

No que tange a saude humana, pessoas absorvem MPs diariamente. As
vias principais sdo: pela ingestdo de alimentos contaminados, pela agua, ao
terem contato com itens de higiene pessoal, roupas sintéticas, e até mesmo a
poeira ou o ar (Zhang et al., 2020; Zuri et al., 2023). Tais fendmenos, hoje, se
dao em escala tao significativa que se estima que cada ser humano ingira entre
39.000 e 52.000 particulas, e inale outras 96.832, todos os anos (Coppock et al.,
2019; Cox et al., 2019; Vianello et al., 2019). Parte dessas particulas acumulam-
se em varios tecidos e 6rgaos (Cetin et al. 2023; Guo et al. 2024; Horvatits et al.
2022; Jenner et al. 2022; Lourenco et al. 2024; Zhao et al. 2023b), mas tambéem
fluidos corporais (Abbasi e Turner 2021; Huang et al. 2022b; Leslie et al. 2022;
Montano et al. 2023; Ragusa et al. 2022). Particulas mais diminutas podem ser
transportadas para a circulacdo sanguinea ou para o sistema linfatico por
macrofagos (Rahman et al., 2022), sendo encontradas até mesmo na placenta
de mulheres da Republica Tcheca (Halfar et al. 2023), Italia (Ragusa et al. 2021),
Alemanha (Braun et al. 2021), China (Liu et al. 2022b e 2023; Sun et al. 2024a),
Ird (Amereh et al. 2022), Estados Unidos da América (Garcia et al. 2024,
Weingrill et al. 2023), Canada (Zurub et al. 2024) e Brasil (Oliveria et al., 2025).

Evidéncias em modelos animais apontam que os MPs podem perdurar
por longos periodos nos pulmdes, e acumularem-se em figado, rins e cérebro,
gerando significativa toxicidade celular (Gaspar et al., 2023). Em casos

extremos, MPs podem levar a perda de peso e morte (Meng et al., 2022; Wong
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et al., 2020). Mesmo que ndo levem 0 organismo a morte, suas espécies
guimicas adsorvidas também podem provocar: disfuncao do sistema enddécrino,
diabetes tipo 2, puberdade precoce, obesidade, anormalidades
neurocomportamentais, distirbios de crescimento, artrite, comprometimento
neurolégico, mutagénese, carcinogénese, infertilidade e até hipometilagdo do
DNA (Balali et al., 2024; Domenech et al., 2023; Lithner et al. 2011). Dessa
forma, o impacto transgeracional das alteracdes epigenéticas moleculares
produzidas € capaz de afetar diversos sistemas organicos (Wade et al., 2024).

2.3 MICROPLASTICOS COMO PROBLEMA AMBIENTAL

Microplasticos ndo se apresentam como danosos apenas a saude
humana (Li et al., 2023), mas também afetam a vida aquatica e terrestre (Blettler
et al., 2021; Seewoo et al., 2024), ndo sO de animais e microrganismos, mas
também de algas e plantas (Hartmann et al., 2022; Li et al., 2020). Esses
contaminantes sdo constantemente depositados no solo, e sua entrada pode
ocorrer por diversas vias, com as principais sendo: i) o uso de filmes plasticos
como cobertura morta para controle de crescimento e umidade (mulching)
(Huang et al., 2020; Qi et al., 2020; Sun et al., 2020); ii) a adicdo de fertilizantes
organicos a base de residuos de origem urbana (Watteau et al., 2018); iii)) a
aplicacdo de biossolidos (van den Berg et al., 2020); iv) o aumento de
revestimentos de fertilizantes de liberacdo lenta (Katsumi et al., 2021) e v)
deposicao atmosférica (Allen et al., 2019).

A presenca de tantas vias insistentes de contaminacéo do solo por MPs
resulta em estimativas de que a entrada anual de plasticos, em solos agricolas,
esteja entre 63 - 430x10%t na Europa, 44 - 300x10%t na América do Norte, e
potencialmente excedendo 1,3 x10°8 t na China (Jian et al., 2020; Nizzetto et al.,
2016). Enquanto no Brasil, uma pesquisa, realizada em uma bacia agricola no
sudeste brasileiro, apontou para a presenca de entre 0,039 e 405 kg/ha de
territorio cultivado (Arévalo-Hernandez et al., 2025), dados que, se extrapolados
para o restante do territério cultivado nacional, resultariam em nameros de até
25917,76 x103%t de plasticos, apenas em solos agricolas brasileiros (Miranda,
2018).

Os resultados da presenca insistente de MPs no solo podem ser diversos,
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incluindo perturbacdes na composi¢do e no desenvolvimento da comunidade
microbiana local (Miao et al., 2019). Um exemplo seria 0os microplasticos de
PEBD, que podem promover aumento do numero de representantes da familia
Burkholderiaceae associadas a fixacdo de nitrogénio, mas diminuir a
representatividade de Sphingomonadaceae e Xanthobacteraceae relacionadas
a biodegradacao de xenobidticos no solo (Fei et al., 2020).

Obviamente esses impactos no solo acabam afetando suas
funcionalidades ecoldgicas (Cui et al., 2024). Tais efeitos sobre a comunidade
microbiana afeta diretamente a atividade enzimatica geral do solo, bem como
ciclagem de nutrientes (Fei et al., 2020; Huang et al., 2019; Yi et al., 2021), saude
da mesofauna (Huerta Lwanga et al., 2019; Lahive et al., 2019; Lin et al., 2020),
fitossanidade (de Souza Machado et al., 2019; Zang et al., 2020) e até emissdes
de gases com efeito de estufa (GEE) (Ren et al., 2020; Sun et al., 2020),
regulacdo de pH e composicéo organica (Azeem et al., 2021; Sun et al., 2024Db).

Ao contrario do que se pode imaginar, essas problematicas nao se
abrandam com o passar do tempo. Na realidade, a grande maioria dessas
propriedades deletérias ao ambiente se agrava com o tempo. Nos ambientes de
descarte ja citados, os microplasticos sofrem processos de deterioracdo, ou
“‘envelhecimento”, que alteram suas propriedades fisico-quimicas, e por
consequéncia seus impactos ambientais (Andrady, 2011; Jahnke et al., 2017; Liu
et al., 2020b). Durante esse processo, o polimero sofre acdo de diversos
fendbmenos de oxidacao, seja radioativa (UV), térmica ou biolégica. Gerando
grupos oxigenados em sua superficie, que aumentam a carga superficial, a
hidrofilicidade e a polaridade dos MPs. Essa oxidacao influi diretamente em sua
interacdo com poluentes ambientais (Duan et al., 2021), podendo aumentar sua
capacidade de adsorver poluentes organicos, como tetraciclina e ciprofloxacina.
Mas também ions metalicos, como cations divalentes de cadmio, cobre e zinco
(Johansen et al., 2019).

Durante a deterioracédo dos MPs, o diametro médio das particulas de MPs
é reduzido (Hidalgo-Ruz et al., 2012; Miranda-Urbina et al., 2015). A medida que
os MPs diminuem, a soma de sua area superficial especifica aumenta, o que
também aumenta seu contato com o ambiente, e sua adsor¢gdo de poluentes.
Essa diminuicdo também acelera sua fragmentacao, a liberagdo dos poluentes

carregados, e facilita a adesdo microbiana, o que propicia a formacao de
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biofilme, o que também aumenta a sua capacidade de adsorver poluentes
diversos (Johansen et al., 2019; Luo et al., 2020; Wang et al., 2020a; Zhang et
al., 2022a). Além disso, os MPs vao se tornando mais suscetiveis a captura por
zooplanctons marinhos (Vroom et al., 2017). O que acelera sua entrada em
cadeias alimentares, e intensifica processos de bioacumulacdo ndo s6 dos MPs
como também de seus poluentes adsorvidos.

Esse conjunto de problematicas talvez ndo fossem de tamanha
importancia se a dispersédo dos MPs fosse limitada. Contudo, a todo momento
MPs sao dispersos no ambiente por correntes de agua e ar, podendo ser
encontrados em praticamente todos os compartimentos ambientais. A exemplo:
solo, sedimentos, aguas superficiais, em diversas espécies de organismos, em
produtos alimenticios como sal, mel, agua engarrafada, em rios, lagos, oceanos,
no fundo do mar, bem como suspensos na atmosfera (Barbosa et al., 2020; Boyle
et al., 2020; Chen et al., 2020a; Chen et al., 2020b; Frias and Nash, 2019; Hui et
al., 2021; Materi¢, Holzinger, Niemann, 2022; Mitrano, Wick, Nowack, 2021; Patti
et al., 2020; Xu et al., 2020). Como resultado, os MPs acabam atingindo até
mesmo 0s espacos mais ermos do globo, como nos alpes e articos (Allen et al.,
2019; Ambrosini et al.,2019; Bergmann et al., 2019), bem como no Himalaia
(Sridharan et al., 2021).

Por soma de todos os fatores acima citados é que a poluicdo ambiental
por microplasticos foi reconhecida como um problema emergente no ambiente
global (Sridharan et al., 2021), exercendo efeitos profundos na integridade do
ecossistema, na diversidade biologica e na saude publica (Ding et al., 2021). E
em diversos desses ambientes contaminados, 0s microplasticos mais
frequentemente encontrados sdo compostos em sua maioria por PE,
principalmente PEAD (Beibei He et al., 2020; Ramaremisa et al., 2022; Saad et
al.,2024).

2.4 POLIETILENO DE ALTA DENSIDADE

O polietileno (PE) foi descoberto em 1933, por Reginald Gibson e Eric
Fawcett, sendo sintetizado pela primeira vez em 1935. O PE é um polimero
sintético de hidrocarboneto, produzido a partir da polimerizagédo do gas etileno,

e apresenta uma cadeia de alto peso molecular em uma estrutura de saturacéo
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linear, podendo ser expresso como -[CH2-CH2]n- (Ahmad e Rodrigue, 2022;
Clere et al., 2022; Zhong et al., 2017). A depender da temperatura e presséo
usadas em seu processo de sintese, o PE resultante pode apresentar
propriedades diferentes, sendo que em condigcbes mais brandas o PEBD é
formado, enquanto com temperaturas e pressées mais elevadas produz-se o
polietileno de alta densidade (PEAD). Outros tipos de polietileno, de densidades
mais intermediérias, ou até mais extremas, também podem ser formados, como
o PEMD (polietileno de média densidade) e o UHMWPE (ultra-high molecular
weight polyethylene, ou polietileno de peso molecular ultra alto).

A principal diferenca entre essas duas variantes de PE (PEBD e PEAD)
reside no nivel de ramificacdo de suas cadeias. Enquanto PEBD apresenta maior
numero de ramificagcbes, PEAD apresenta poucas ou nenhuma ramificacao.
Como consequéncia, as cadeias com menos ramificagdes do PEAD formam um
empacotamento mais simétrico, unido e denso, com as cadeias construindo
fortes interagdes por forga de Van der Waals entre si. O resultado s&o cadeias
préximas e um polimero mais denso, resistente e cristalino (Hussain et al., 2024
e 2025; Yao et al., 2023). O PEBD, por sua vez, possui mais ramificacoes em
sua cadeia, 0 que provoca menor simetria, menores possibilidades de interacao
e aproximacgao entre suas cadeias, resultando em um polimero mais maleavel,
menos denso, menos resistente, menos cristalino e com uma propor¢cao maior
de porc¢des amorfas, onde as cadeias possuem menor organizacéo (Doran et al.,

2001; Kolesov et al., 2015), conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3 — Representacdo esquematica do monémero do polietileno, e da

organizacao dos monémeros em seus subtipos, de alta e baixa densidade.
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Fonte: Adaptado de Baxter et al., 2020.
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O PEBD, representando atualmente 13,9% da producdo mundial de
plasticos (Plastics Europe, 2025), € um material semicristalino com cor base
branco-leitosa, transllcido ou opaco, e toque ceroso, apresentando densidades
préximas a 0,930 a 0,935 g/cm3. Possui grande resisténcia a choque mecanico;
a produtos quimicos e isolamento elétrico, sendo especificamente utilizado na
producdo de filmes ou sacos, recipientes, frascos dispensadores, frascos de
lavagem, frascos flexiveis, tubos, sacos de lixo, fios, cabos, componentes
elétricos, caixas de baterias, pecas automotivas, utensilios domésticos etc
(Sarker et al., 2020).

O PEAD, por sua vez, representa atualmente 12,1% da produgéo mundial
de plasticos (Plastics Europe, 2025), e apresenta densidades préximas a 0,945
a 0,965 g/cms. Tem aspecto rigido, transparente ou branco opaco, sendo muito
resistente a corroséao e degradacédo enzimatica (Tao et al., 2023), sendo utilizado
em frascos de produtos de limpeza, caixilhos de janelas, sistemas de tubulacao,
moveis, sacolas de mercado, membranas impermeabilizantes, recipientes para
armazenamento de alimentos, brinquedos, componentes pirotécnicos, tabuas de
corte, equipamentos medicos, recipientes de quimicos, farmacos etc (Paxton et
al., 2019; Vidakis et al., 2021).

2.5 GERENCIAMENTO DE RESIDUOS

Diversas estratégias tém sido propostas para lidar com o acumulo de
residuos macroplasticos, os quais dao origem a particulas menores, como
alternativas aos aterros sanitarios, ambientes nos quais esses plasticos
permanecem expostos ao meio ambiente e, de forma gradual, originam
microplasticos (Kabir et al., 2023).

A reciclagem mecéanica é hoje a rota mais usada, responsavel por mais
de 90% da reciclagem de plasticos em massa global (Chen et al., 2024; K.
Ragaert et al., 2017). Seu processo demanda coleta seletiva, triagem por tipo de
polimero e cor, lavagem, trituracéo, fusdo e extrusdo em pellets que substituem
resina virgem (Jiang et al., 2025; Schyns et al., 2020). Sua desvantagem reside
na mistura de plasticos diferentes e contaminacbes que degradam as
propriedades mecéanicas do plastico e reduzem o valor do reciclado (Schyns et

al., 2020). Resultando na producéo de polimeros de baixa qualidade (Asiandu et
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al., 2021) e, adicionalmente, levar a geracdo de maiores quantidades de
microplasticos.

Outra abordagem é a reciclagem quimica, na qual o polimero é quebrado
em moléculas menores (mondmeros ou matérias-primas petroquimicas) por
processos como pirblise, solvolise, gasificacdo, hidrocraqueamento,
hidrotratamento (Anunciato et al., 2021; Kleczkowska et al., 2022). Contudo, a
reciclagem quimica necessita de alto consumo de energia (temperaturas em
geral >400 °C em pirdlise/gasificacdo) e necessidade de catalisadores
sofisticados, possuindo escala industrial ainda limitada e custos elevados
(Chanda et al., 2021). Além de estar associada a emissao de gases de efeito
estufa e a producao de residuos toxicos (Thiyagarajan et al., 2022).

A incineracéo, por sua vez, pode contar com a producéo de energia. Mas
também promove a liberacdo de grandes volumes de gases de efeito estufa,
estimados em aproximadamente 2,8 gigatoneladas de CO, por ano até 2050
(Lomwongsopon et al., 2022). Se mal controlada, a incineragédo de plasticos
também pode provocar a liberacédo de poluentes toéxicos como dioxinas, metais
etc. (Fu et al., 2022), exigindo sistemas caros de controle (Ajay et al., 2023). E
muitas vezes resulta em residuos de material ndo completamente queimado
presentes nas cinzas, que constituem uma fonte potencial de MPs a serem
liberados no meio ambiente (Yang et al., 2021).

Por fim, apresenta-se como alternativa a biodegradacao desses polimeros
por microrganismos. Essa estratégia, diferentemente das demais, baseia-se no
fato de que muitos componentes das maquinarias metabodlicas microbianas sédo
naturalmente selecionados para operar de forma eficiente sob condi¢cdes
amenas de temperatura e pressao, nao exigindo dispéndio energético adicional
para a manutencdo de condicfes especificas. Ademais, a degradacdo de
residuos plasticos pés-consumo pode ocorrer sem a necessidade de triagem ou
limpeza prévia, desde que exista uma diversidade de microrganismos capazes
de atuar sobre todo o conjunto de materiais descartados.

Além disso, esse processo ndo requer o uso de produtos quimicos téxicos
para o processamento dos polimeros. A biodegradacdo € considerada por
muitos autores uma solucado sustentavel (Barone et al., 2020; Barth et al., 2015;
Chandra et al., 2020; Liu et al., 2021; Pham et al., 2021) e uma abordagem

realista, eficiente, de baixo custo e que ndo promove poluicdes secundarias
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(Moharir e Kumar, 2019). Somado a isso, a identificagdo de cepas com
caracteristicas satisfatérias de degradacao de MP pode servir como modelo para
o desenvolvimento de fabricas de células microbianas, por meio da aplicacdo da
engenharia genética, capazes de promover a producdo de alto desempenho
dessas vias metabdlicas, de maneira semelhante ao que atualmente ocorre na
producdo de combustiveis e materiais (Lee et al., 2023).

A biodegradacéo de polimeros plasticos constitui uma necessidade, uma
vez que, mesmo no cendrio em que materiais biodegradaveis viessem a
monopolizar o mercado de plasticos, ainda seriam indispensaveis estratégias
para lidar com os plasticos inertes, ndo facilmente biodegradaveis, produzidos
ao longo do ultimo século, bem como para evitar as consequéncias de sua
deposicao e fragmentacdo em MPs, além da poluicdo de diversos ambientes e
dos riscos a saude associados a esses materiais.

Desde a década de 1970, diversos estudos vém sendo conduzidos com o
objetivo de rastrear e identificar organismos capazes de degradar plasticos
(Yang et al., 2023), tendo sido identificados, até o0 momento, bactérias, fungos,
algas e até mesmo organismos macroscopicos, como insetos, capazes de
decompor e degradar plasticos e MPs em subprodutos ecologicamente seguros
(Amobonye et al., 2021; Chandra et al., 2020). Contudo, todos os achados de
biodegradacdo de plasticos até hoje, incluindo da biodegradacdo do PEAD,
atribuem tal capacidade fundamentalmente aos microrganismos (Yang et al.,
2023).

2.6 BIODEGRADAGAO DO PEAD

O PEAD possui significativa hidrofobicidade por ser inteiramente
composto de unidades repetidas de —CH,—CH,—, sem nenhum grupo polar
oxigenado (Yang et al., 2022). Tal propriedade dificulta a acdo microbiana sobre
o plastico, visto que, a maioria dos microrganismos possui uma superficie
hidrofilica (Oliveira et al., 2025; Tribedi e Sil 2013). A hidrofobicidade do PEAD
também dificulta o ataque enzimatico em si, visto que enzimas sao proteinas
sollveis cujos sitios ativos operam em fase aquosa, precisando adsorver ao
substrato para gerar uma reacao (Zhanget al., 2022b). Assim, o PE

naturalmente repele agua e proteinas, impedindo a formagédo dessa interface
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enzima-substrato (Poncin-Epaillard et al., 2012).

Além da questdo da hidrofobicidade, o PEAD apresenta grande
prevaléncia de regifes cristalinas. Nessas regides, as cadeias do PEAD estéo
densamente embaladas, paralelas e com mobilidade molecular minima (Haider
et al., 2020; Vozniak, Bartczak, 2022). Nessas porcdes a cadeia esta no estado
de menor energia, com baixo grau de liberdade e praticamente nenhuma
superficie acessivel. Sob essas condi¢cdes 0 acesso enzimatico é prejudicado, ja
gue para que uma ligagcdo C—C seja quebrada, deve haver alguma flexibilidade
local, ou acesso conformacional, para que radicais ou grupos funcionais sejam
inseridos (Liang et al., 2023).

Assim, mesmo que a enzima consiga alcancar a superficie do PEAD, ndo
hé espaco para induzir distor¢gdes ou para iniciar processos oxidativos, tornando
as ligagOes internas quimicamente e fisicamente inacessiveis. Dessa forma, a
cristalinidade cria uma barreira de baixa entropia e alta estabilidade, que inibe o
ataque enzimatico e produz regides efetivamente inertes (Wei, Zimmermann,
2017), em qualquer porcédo da cadeia, com excecdo de seus pontos terminais
mais superficiais (Ammala et al., 2011; Koutny et al., 2006).

Por esses motivos a biodegradacdo do PE tem inicio, na realidade, em
processos abioticos. Esses processos abidticos na natureza se apresentam
como intemperismos mecanicos e oxidativos. Processos mecanicos realizam a
guebra inicial do PE, possibilitando a exposicdo de areas mais vulneraveis da
cadeia, e a geracdo de porc¢des terminais mais acessiveis. O processo oxidativo
mais documentado ocorre por radiacdo UV. Esse processo se mostra como um
forte fator para a quebra das ligacGes de carbono e hidrogénio, liberacdo de
radicais livres, fragilizacdo da cadeia, e principalmente insercdo de grupos
oxigenados tais como carboxila, carbonila e hidroxila, na superficie do polimero
(Cornell et al., 1984; Huang et al., 1990; Krupp et al., 1992; Mochizuki et
al.,1999). Com a insercdo desses grupos oxigenados esse processo acaba
tornando a superficie do PEAD mais hidrofilica, e por consequéncia mais
suscetivel ao ataque enzimatico (Wu et al., 2003; Hadiyanto et al., 2022). Em
laboratério esses processos sao mimetizados, ou potencializados, geralmente
com a exposicdo do PE a quebras mecénicas, fontes de calor ou, principalmente,
a radiagdo UV. A esses preparos prévios do polimero, anteriores a

biodegradacao, se da o nome de “pré-tratamento”.
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S6 entdo os fendmenos bidticos tomam espaco no processo. Pois apés a
adesédo do microrganismo na superficie do plastico por intera¢des hidrofébicas,
como ligacdes de Van der Waals ou eletrostatica (Ammala et al., 2011), a
formacdo de biofilme, se torna mais acessivel gracas a inser¢cdo de grupos
oxigenados na cadeia (Arkatkar et al. 2010; Kamal e Huang 1992; Lucas et al.,
2008; Restrepo-Florez t al., 2014). Passo importante, ja que o biofilme fornece
adesdo prolongada na superficie, mantendo células e enzimas em contato
continuo com o polimero, o que aumenta a probabilidade de ataque oxidativo
localizado e propicia o enriquecimento desse biofilme com biossurfactantes.

Os biossurfactantes sdo moléculas anfifilicas que atuam de forma a
auxiliar na adaptacao a hidrofobicidade do polimero. Como moléculas anfifilicas,
parte dos biossurfactantes se ancora no PEAD, enquanto sua porc¢éo hidrofilica
interage com a agua e com proteinas, reduzindo a energia interfacial e tornando
a superficie ainda mais hidrofilica, e suscetivel a enzimas (Liu et al., 2025). Em
conjunto, biofilme e biossurfactantes superam parcialmente a repulsao
hidrofobica e a falta de interacdo do PEAD, criando pontos de contato onde a
oxidacao e a quebra da cadeia podem comecar.

Nesse estagio as enzimas possuem papel fundamental. Entre as enzimas
frequentemente associadas a degradacdo de PEAD, na literatura, estdo as
Laccases, produzidas principalmente por fungos ligninoliticos como Trametes
versicolor, Bjerkandera adusta, Pleurotus ostreatus, e por bactérias do género
Acinetobacter, Rhodococcus, e Bacillus, descritas com capacidade de realizar a
oxidacao da superficie do PEAD, diminuir sua massa, e introduzir grupos como
hidroxila e carbonila (Aguiar et al., 2023; Carr et al., 2020; Ghatge et al., 2020;
Kang et al., 2019; Ratuchne et al., 2023; Wei et al., 2017; Zhang et al., 2023).
Outras enzimas de destaque s&o as manganés peroxidase e lignina peroxidase,
produzidas pelos fungos Phanerochaete chrysosporium, e diversas espécies do
género Pleurotus, capazes de realizar a oxidacao de ligaces C—C semelhantes
as da lignina, bem como formar grupos carbonila em PEAD (Ghatge et al., 2020;
Temporiti et al., 2022; Wei et al., 2017). Também possuem certo destaque
peroxidases e peroxigenases, produzidas usualmente por diversos fungos
filamentosos, e que também geram grupos oxigenados no PEAD, bem como
promovem a geracgao de radicais oxidativos (Temporiti et al., 2022). E por fim as

Alcana-hidroxilases, principalmente as pertencentes a familia AlkB, mas também
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monooxigenases P450, produzidas usualmente por bactérias dos géneros
Pseudomonas, Rhodococcus, Comamonas, Acinetobacter (Ghatge et al., 2020;
Newrick et al., 2024; Rong et al., 2023; Tao et al., 2023; Zhang et al., 2022b).

Tais enzimas, por meio da oxidacédo, e da clivagem das ligacdes carbono—
carbono das cadeias do PEAD, possibilitam a despolimerizagdo em fragmentos
moleculares menores (Ammala et al., 2011; Jeon et al., 2021; Koutny et al., 2006;
Wilkes e Aristilde, 2017). Ap6s quebras enziméticas ha formacgéo de acidos
carboxilicos ou hidrocarboxilicos, ésteres, bem como aldeidos e alcoois, e
posteriormente oligdbmeros de n-alcanos (Ammala et al., 2011; Zadjelovic et al.,
2022).

ApOs isso ocorre a bioassimilacdo, etapa na qual bactérias ou fungos
absorvem e interiorizam pequenos fragmentos de hidrocarbonetos gerados pela
biofragmentagéo no interior celular. Esse processo € aparentemente restrito a
moléculas de massa entre 850 e 1500 Da (Chiellini et al., 2003; Eyheraguibel et
al., 2017; Kawai et al., 2004). Finalmente entdo ocorre a mineralizacao, quando
as estirpes assimilam e metabolizam os produtos da oxidacéo para a geracéo de
energia e sintese de biomassa. O que ocorre por meio do ciclo do acido
tricarboxilico, e que culmina na biodegradacdo do polietileno em seu ultimo
estado, terminando com a formacdo de CO, e H,O (Li et al., 2019; Wilkes e
Aristilde, 2017; Zadjelovic et al., 2022). A mineralizacdo também pode culminar
na producéo de dioxido de carbono, dgua e metano durante a biodegradacao
anaerobica (Garcia-Depraect et al., 2021). Ou ainda em substancias com valor
agregado (Pérez-Garcia et al., 2025).

A biodegradacao aerdbica geralmente tem lugar em solos e ambientes
aquaticos, podendo ser realizada tanto por fungos quanto por bactérias,
enquanto a biodegradacdo anaerObica ocorre em aterros sanitarios e
sedimentos (Revie, Uhlig 2000; Sangale et al. 2012), sendo restrita as bactérias
e arqueias (Pires et al., 2024).

Como exemplos de microrganismos capazes de degradar MPs,
destacam-se a cepa Comamonas testosteroni NCIMB 8955, que se mostrou
capaz de reduzir a massa de microplasticos de PEAD em 21,81% em apenas 8
dias, em caldo nutriente suplementado com particulas de PEAD (Newrick et al.,
2025); A cepa Klebsiella pneumoniae CHO01 que reduziu a massa de tiras de

sacola de PEAD em 18,4% em 60 dias em caldo nutritivo enriquecido com o
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plastico (Awasthi et al., 2017); E outros consorcios bacterianos listados na
Tabela 1.

Tabela 1 — Compilado de resultados de destaque em estudos anteriores sobre

biodegradacao de PEAD, e suas metodologias.

Microrganismo  Aparéncia Referéncia  Eficiéncia/ Tempo Substrato Mecanismo /| Condigdes de

Origem
(Cepa) ao Gram (AutoriAno) Taxa (Dias) Testado Gene cultive g
Filmes de PEAD Slne_rgla Solo agricola
- - Bacteriana + . contaminado
. Bactérias 31,3% comerciais = Meio Mineral +
Consoreio Zhang et al. Reducéo de com filmes de
. (Gram- (Perda de 60 (cortados em PEAD a 30°C,
Bacteriano NLJ-1 . (2023) Cristalinidade cobertura
positivas) Massa) pedacos de 180 rpm
2%2cm) de 33,2% para (mulching) em
11,8% Xinjiang, China.
Biofilme + Solo enriguecido
= com
Oxidaco testosterona em
Comamonas Bactéria Newrick stal 21.81% (Perda Microplasticos  (Insercdio de Caldo Nutritivo Berkele
testosteroni NCIMB (Gram- ) - 8 de PEAD (Pd: grupos + PEAD 35°C, weley
: (2025) de Massa) ) . (Califérnia) -
8955 negativa) 20-100 pm)  oxigenados a 200 rpm
: Cepa de
cadeia do Colecdo
PEAD) (CECT/NCIMB).
Tiras (10 x 4.5
cm) de sacolas Biofime
de PEAD (40 Espesso + Solo de lixdo de
Kiebsiella Bactéria ’ 18,4% um de pesso Caldo Nutritivo residuos
) Awasthi, 5. et . Oxidacdo -
pneumoniae (Gram- (Perda de 60 espessura) pre- : +PEAD a plasticos
al. (2017) (Reducéo de
CHOO1 negativa) Massa) tratadas =~ 30°C, 120 rpm (Varanasi,
) 60% na tensdo -
termicamente de rutura) India).
(70°C por 10
dias)
Tsukamurella
Bactérias ancora o Aterro Sanitario
Conséreio (Gram- Martinez- 18,1% Pedagos de biofime ) de Colomba &l
) A Delgado & (surfactantes) Meio Mineral + Guabal, no
Bacteriano JP5 e negativa e . (Perda de g2 PEAD L
Benitez-Campo e PEAD a30°C  municipio de
JP8 Gram- Massa) (3x3 mm)
ositiva (2024) Streptomyces Yotoco, perto de
P ) ataca com Cali, Colémbia.
enzimas

Fonte: O proprio autor.

2.7 OBSTACULOS DA PADRONIZACAO DA BIODEGRADAGAO

Contudo, a biodegradacéao sofre atualmente com uma série de obstaculos,
gue dificultam com que a técnica se estabeleca como uma robusta via de
resolucdo na problematica dos residuos plasticos.

A literatura sobre a degradacdo de polietileno apresenta inconsisténcias
gue dificultam a comparacdo entre estudos. Montazer, Najaf e Levin (2020)
argumentam que, embora muitos trabalhos reportem uma suposta degradacao,
a evidéncia conclusiva de biodegradacdo completa permanece vaga. A auséncia
de definicbes e métodos precisos exigem uma distincdo entre fendmenos
superficiais e a quebra real do polimero. Algumas revisées alertam que, em
muitos casos relatados na literatura, o crescimento observado pode resultar do

consumo de aditivos plastificantes lixiviados e ndo da matriz polimérica em si,
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exigindo cautela na atribuicdo de competéncia degradativa baseada apenas em
isolamento ou perda de massa (Montazer; Najaf; Levin, 2020; Restrepo-Florez
et al., 2014).

Segundo Montazer, Najaf e Levin (2020), a eliminacéo efetiva do poluente
s6 é comprovada pela quantificacdo da conversdo do carbono polimérico em
biomassa microbiana e gases como COz (em condi¢des aerébias) ou CHa (em
condi¢cbes anaeroObias). Para superar as inconsisténcias metodologicas de
analise, revisbes de Gao et al (2024) e Montazer, Najaf e Levin (2020)
estabelecem que a comprovacéo da biodegradacéo exige uma abordagem que
analise varios parametros, abandonando métodos isolados, como apenas gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS), fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR), microscopia Raman, ou microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). Nesse contexto, algumas técnicas se destacam, como o
rastreio isotopico (*3C) que usa de polimeros marcados para distinguir com
precisdo o CO, derivado do polimero daquele proveniente da respiracdo basal
do solo ou de impurezas organicas; a deteccdo de 3CO, confirma, portanto, que
o carbono da estrutura polimérica foi efetivamente metabolizado (Montazer,
Najaf, Levin, 2020; Zumstein et al., 2018)

Também néo sdo todos os estudos que utilizam das mesmas condi¢des
de cultivo. Como no caso da temperatura, e composicdo de meio, carga
microbiana, pontos que alteram fortemente cinética de mineralizacdo em testes
padronizados com polimeros soltuveis (McDonough et al., 2023; Menzies et al.,
2022). A padronizacédo de um unico tipo de substrato também nédo ocorre, mesmo
entre os estudos que trabalham com a degradacdo de um mesmo tipo de
plastico. De forma que frequentemente sdo utilizadas beads, filmes,
microplasticos, e até mesmo sacolas, muitas vezes sem nenhuma descri¢cao dos
aditivos ali presentes (Ghatge et al., 2020; Martinez et al., 2021). A adicdo de
materiais aos meios microbianos para melhorar a dispersibilidade do polietileno
pode, por vezes indicar a adicdo nao intencional de uma nova fonte de carbono.
Exemplos incluem agentes como EDTA, 6leo mineral, Triton-X100, Tween 60 e
Tween 80 (Montazer et al., 2020). Além disso, nem sempre ha controle sem
microrganismos nesses experimentos, controle com aditivos/solventes isolados
ou com polimero sem pré-tratamento (Ghatge et al., 2020; Montazer et al., 2020)

Sob essas condigdes, muitos ensaios alegam “crescimento com PEAD
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como unica fonte de C”, ou “zonas de clareamento”. Resultados que, sem
atencdo a pureza do PEAD utlizado, podem refletir apenas consumo de
impurezas, aditivos ou surfactantes, e ndo necessariamente do polimero.
Fatores que prejudicam que uma metodologia, ou até mesmo um meio de cultivo,
seja padronizado para a experimentacao.

Em conjunto, a literatura analisada evidencia que a degradacao
microbiana do polietileno de alta densidade, embora amplamente investigada,
ainda carece de rigor conceitual e metodologico que permita afirmar, de forma
inequivoca, a ocorréncia de biodegradacédo efetiva, ou em grande escala. A
recorrente confusdo entre biodeterioracdo superficial, consumo de aditivos e
guebra real da cadeia polimérica tem levado a interpretacdes superestimadas,
reforcando a necessidade de critérios claros para diferenciar colonizacgéao,
modificacdo fisica e mineralizagcdo do polimero, bem como tem desviado
pesquisadores de uma padronizacao efetiva para métodos de prospeccao de
bactérias e fungos com capacidade de degradar o polietileno de alta densidade.

Diante do exposto, observa-se que, embora existam avancos nos
estudos abordando microrganismos associados a deterioracdo, e possivel
biodegradacdo de plasticos, ainda ha dificuldades praticas e metodoldgicas
relacionadas a prospeccéao, ao isolamento seletivo e a triagem inicial de bactérias
com potencial de interagir com o (PEAD). Especialmente considerando a baixa
biodisponibilidade e alta recalcitrancia do PEAD. Nesse sentido, este estudo
busca contribuir de forma pontual para essa area ao propor e testar meios de
cultivo e estratégias de bioprospeccdo voltadas ao isolamento de
microrganismos com potencial de utilizar o PEAD como fonte exclusiva de
carbono, utilizando Pleurotus ostreatus como modelo para orientar a selecéo e
0 enriqguecimento microbiano. Além disso, avaliar os pools obtidos por
metodologias baseadas na formacéo de halos claros em pocos, com o intuito de
utilizar de uma base experimental, e reprodutivel, para sele¢cédo de isolados com
potencial de degradar PEAD. Buscando oferecer suporte para trabalhos
posteriores que aprofundem a caracterizacdo e a descricdo do potencial de

biodegradacao de PEAD desses microrganismos.
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3. OBJETIVO GERAL

Desenvolver métodos para prospeccao de bactérias de solo com potencial

de crescimento em meio enriquecido com polietileno de alta densidade.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Formular meios de cultivo para isolamento de microrganismos com
capacidade de crescimento em meio enriquecido com PEAD utilizando P.
ostreatus como modelo;

e Desenvolver métodos de bioprospeccdo de bactérias com potencial de
crescimento em meio enriquecido com PEAD;

e Avaliar pools obtidos pelos métodos de bioprospec¢do em meio formulado
pela metodologia de formacéo de halos claros em pocos de difuséo.
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4. DESENVOLVIMENTO

4.1 METODOLOGIA

4.1.1 Pleurotus ostreatus

4.1.1.1 Manejo do fungo

O fungo degradador de PEAD, Pleurotus ostreatus, foi isolado em estudos
anteriores (Ratuchne et al.,, 2023) a partir de corpos de frutificacdo
comercializados na cidade de Guarapuava-Parana, e foram cedidos para o
presente estudo pelo Prof. Dr. Luciano Aparecido Panagio, do Laboratorio de
Micologia Médica e Microbiologia Bucal da Universidade Estadual de Londrina
(UEL). O cultivo e manutencao do fungo ocorreu em placas de Petri esterilizadas
contendo agar Sabouraud (SDA) (Sigma-Aldrich), sendo incubadas em estufa
BOD (Biochemical Oxygen Demand) (SS Scientific) a 28°C. Sua preservacgao se
deu por repiques sucessivos, e as culturas em meio solidificado foram mantidas

sob refrigeracédo a 4 °C.

4.1.1.2 Fontes de carbono

As fontes de carbono utilizadas na formulacdo dos meios de cultivo para
os testes com o fungo Pleurotus ostreatus foram i) PEAD em p6 de com 34 a 50
um de didametro, e superficie modificada para conter grupos acidos e hidroxila,
sem aditivos, obtido pela Sigma-Aldrich® sob o niumero 9002-88-4 pela Chemical
Abstract Services (CAS); ii) PEAD em beads particulado em moinho de facas e
passado por tamizes de até 60 mesh (250 uym); iii) 6leo mineral MultiLab®; iv)

Tween80®, sob o nimero CAS 9005-65-6; v) agar bacteriolégico e vi) agarose E.

4.1.1.3 Formulacdo dos meios com diferentes fontes de carbono

Os meios de cultivo formulados continham diferentes fontes de carbono,
bem como diferentes combinac¢tes dessas. Uma formulacéo de meio sal mineral

minimo sem nenhuma fonte de carbono (Meio Zero) foi utilizada como base


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/search/9005-65-6?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=9005-65-6&type=cas_number
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sobre a qual seriam adicionadas as diferentes fontes de carbono para compor
0s outros meios. Assim, a formula do Meio Zero contém o0s seguintes
componentes para um volume final de 1000 ml de &gua destilada: (NH,),SO,
(1g), K,HPO, (1g), MgSO,-7H,O (0,2g), KCI (0,15g), FeSO,-7H,0
(0,0010692g), ZnS0O,-7H,0 (0,001g), e MnSO,-H,O (0,0011193g). Essa base
foi formulada de forma semelhante aos meios minimos utilizados por outros
pesquisadores (Hadad et al., 2004; Jadhav et al., 2015; Jeon et al., 2015;
Montazer et al., 2018; Sivan et al., 2006; Usha et al., 2011; Yoon et al., 2012).
Nenhuma fonte de carbono sofreu qualquer tipo de pré-tratamento antes de

serem adicionadas aos meios.

4.1.1.4 Avaliagcdo do crescimento de P. ostreatus em meios com diferentes

fontes de carbono

Todos os meios formulados foram testados com indculos de P. ostreatus,
e as culturas foram incubadas a 28 °C Para minimizar a influéncia da nutricdo
prévia do fungo em meio Sabouraud, todos os inoculos fungicos foram
previamente cultivados em Meio Zero, por trés repiques sucessivos. Para o0s
ensaios nos diferentes meios contendo as fontes de carbono, os seguintes
parametros foram avaliados: i) capacidade do meio de sustentar crescimento
fungico; ii) homogeneidade das particulas de PEAD no meio (quando aplicado);
iii) presenca ou auséncia de halos claros ao redor do fungo apos 9 dias de
incubacéo; iv) densidade do micélio sobre os meios apds 12 dias de incubacao;
V) numero de dias de incubacao necessarios para que o fungo atingisse a borda
das placas em cada formulacdo. Os resultados permitiram a escolha do uso da
formulacdo “MP1 Agar’ para os testes seguintes, pelos carateres de

homogeneidade de particulas de PEAD e restricdo de outras fontes de carbono.

4.1.2 Prospeccao de Bactérias com Potencial de Degradar PEAD

4.1.2.1 Amostragem de solos ricos em residuos plasticos

Amostras de solo rico em residuos plasticos foram obtidas de duas sedes

de uma mesma cooperativa de reciclagem da regido de Londrina-Parand,
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localizadas em coordenadas proximas a “-23.2944272, -51.1491003” e
“23.3151189, -51.2145586". As amostras foram coletadas em 10 pontos
diferentes, com no minimo 10 metros de distancia entre si, e a 10 cm de
profundidade em relacédo a superficie do solo. As condi¢cdes meteoroldgicas dos
setes dias anteriores a coleta, bem como as condi¢Bes no periodo da coleta,
foram registradas. Os pontos também foram analisados de forma subjetiva com
relacdo a sombreamento, umidade, aeracdo, e composicdo dos residuos
depositados no solo.

4.1.2.2 Prospeccdo de pools bacterianos de amostras de solos ricos em

residuos plasticos

Foram realizadas trés metodologias de prospeccéo nesse estudo
(Figura 4). Cada uma contendo duas variantes, que se distinguiram pelos meios
de cultivo utilizados para crescimento dos microrganismos, antes de serem

armazenados.

Na primeira metodologia de prospeccao (Figura 4a), por¢des de 10
g de cada amostra de solo foram adicionadas a erlenmeyers contendo pérolas de
vidro e salina esterilizada (0,85% m/v). O solo foi adicionado a salina na proporcéo
de 10% (m/v). A suspensdao resultante permaneceu por 1 hora sob agitacao de
180 rpm. Em seguida, 1 ml do sobrenadante de cada suspensao foi submetido a
uma diluicdo seriada (razéo 10). As diluicGes de 10 até 10-° foram semeadas em
MP1 Agar. As placas foram incubadas a 28°C em B.O.D por até 30 dias, e
observadas periodicamente, a cada 12 horas, para visualizacdo de col6nias de
morfologias distintas em relacéo a: i) aspecto de borda; ii) cor; iii) opacidade; iv)
refringéncia; v) elevacéao; e vi) aspecto de crescimento. As colénias de morfologias
distintas foram inoculadas tanto em placas de meio Agar Nutriente quanto em
placas de meio MP1 Agar. As colbnias crescidas em Agar Nutriente foram
armazenadas em Caldo Nutriente a -80°C, enquanto as col6nias crescidas em
MP1 Agar foram armazenadas em meio MP1 a -80°C. Todos os meios utilizados

para criopreservacao foram suplementados com 30% de glicerol (v/v).

Na segunda metodologia de prospeccéo (Figura 4b), parte do

sobrenadante da suspensédo salina de solo de cada amostra foi utilizada para
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inocular erlenmeyers contendo MP1 liquido na propor¢cdo de 10% v/v. As
repeticdes de MP1 liquido inoculadas foram incubadas em agitador a 28°C, sob
agitacdo de 180 rpm, pelo periodo de 7 dias. Posteriormente, 1ml da solugcéo
homogeneizada de cada repeticdo foi utilizado para uma diluicdo seriada em
salina (0,85%). As diluicdes 10! até 10° foram semeadas tanto em placas
contendo Agar Nutriente quanto em placas com meio MP1 Agar. As placas foram
incubadas a 28°C em B.O.D por até 30 dias, sendo observadas periodicamente a
cada 12 horas para isolamento de col6nias de morfologias distintas. As colonias
de morfologias distintas crescidas em Agar Nutriente foram isoladas em Agar
Nutriente, e posteriormente armazenadas em Caldo Nutriente a -80°C. Enquanto
as colbnias crescidas em MP1 Agar foram isoladas em MP1 Agar, e

posteriormente armazenadas em meio MP1 a -80°C.

Na terceira metodologia de prospeccéao (Figura 4c), a suspensao
inicial de solo, de seis amostras de solo, foi enriquecida com 1g de PEAD em po
(34-50 um). A suspensao resultante foi incubada em agitador sob temperatura
oscilando entre 28°C e 35°C, com agitacdo de 180 rpm, pelo periodo de 30 dias.
Apoés esse periodo, 1 ml da suspensdo homogeneizada de cada repeticao foi
utilizado para uma diluicdo seriada em salina (0,85%). As diluicdes de 10 até 10
5 foram semeadas tanto em placas de meio Agar Nutriente quanto em placas de
meio MP1 Agar, sendo observadas periodicamente a cada 12 horas para
isolamento de col6nias de morfologias distintas em Agar Nutriente. As coldnias de
morfologias distintas advindas de plagueamento inicial em Agar Nutriente foram
armazenadas em meio Caldo Nutriente a -80°C. Enquanto coldnias de morfologias
distintas advindas de plaqueamento inicial em MP1 Agar foram armazenadas em
MP1 a -80°C
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Figura 4 — Representacdo esquematica das diferentes metodologias de

prospeccédo empregadas no estudo.
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4.1.2.3 Formacao de halo em metodologia de pocos de difuséo

Foram selecionados 20 pools bacterianos, provenientes das
bioprospeccdes realizadas a partir das amostras de solo coletadas, para testes
de formacao de halos em pocos de difusdo. Os critérios para a selecao dos pools
foram: i) capacidade de formacéo de muco de aspecto iridescente; ii) capacidade
de promover erosdo do agar. Os pools selecionados foram inoculados em pocos
confeccionados nos diferentes meios de cultivo, que continham, ou ndo, PEAD
como Unica fonte de carbono. As culturas foram incubadas a 28 °C por até 40
dias. As culturas foram avaliadas a cada 5 dias para verificar a formacéao de halos
claros ao redor dos pocos, um indicativo de possivel degradacdo de PEAD. O
pool de fendtipo positivo para a formagao de halos claros em diferentes meios
teve seus integrantes isolados. Esses isolados foram testados isoladamente

guanto ao mesmo fendtipo.

4.1.2.4 Selecéo e caracterizacao inicial de isolados

Os isolados resultantes da metodologia anterior foram corados pela
coloracdo de Gram. ApoOs isso foram sucessivamente semeados em MP2
Agarose, e incubados a 28°C pelo periodo de 7 dias. Os isolados resultantes
desse processo foram inoculados em meio “Columbia CNA Agar’ (CNA),
MacConkey e Meio Zero Agarose, sendo incubados a 28°C pelos periodos de
24 horas, 24 horas, e 7 dias, respectivamente. Apds esses periodos, as placas

foram avaliadas quanto a: i) crescimento; ii) cor das colbnias; e iii) cor do meio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51 PLEUROTUS OSTREATUS

5.1.1 Formulag&o dos Meios com Diferentes Fontes de Carbono

A formulagéo de meios de cultivo contendo diferentes fontes de carbono,
bem como combinacdes dessas fontes, resultou na formulagéo de 11 meios de
cultivo, cujas composicOes estao descritas na Tabela 2.

Diversos estudos voltados a prospeccdo de bactérias com potencial de
degradar PEAD utilizam formulagbes proprias, ou semelhantes as de outros
estudos, para a realizacdo de diferentes testes, tais como triagem inicial
(Gupta et al., 2023; Patil et al., 2024), cultivo de enriquecimento (Martinez-
Delgado et al., 2024), ou testes voltados a fornecer dados para a verificagdo da
capacidade de degradacdo de diferentes cepas (Martinez-Delgado et al., 2024;
Mok et al., 2019; Gupta et al., 2023). A composicado desses meios comumente
conta com uma unido de sais, que sao responsaveis por suprir as necessidades
microbianas basicas no que diz respeito a sintese de proteinas, formacao de ATP
e fornecimento de cofatores (Huang et al., 2022a; Madigan et al., 2016). Neste
estudo, os meios minimos suplementados com PEAD, também foram acrescidos

de 6leo mineral ou Tween80®.
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Tabela 2 — Composicao das diferentes formulagbes de meios utilizados nos experimentos.

. Meio Meio Meio Meio Meio
Colunal Mi:\(n)oiem MP1 MP2  Meio Oleo EETCVD: PEADf PEADf  PEADm  PEADm
Oleo +Tw + Oleo +Tw + Oleo
(NH4 )2 SO, 19 19 29 19 19 19 19 19 19
K, HPO, 1g 19 1,89 19 19 19 19 19 19
KH, PO, - - 1,29 - - - - - -
MgSO, -7H, O 0,29 0,29 0,59 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29
KCI 0,15¢g 0,15¢g - 0,15¢g 0,15¢g 0,15¢g 0,15¢g 0,15¢g 0,15¢g
CaCl, -:2H, O 0,1g 0,1g 0,1g 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
FeSO, -7H, O 0,0010692g 0,0010692g 0,005 0,0010692g 0,0010692g 0,0010692g 0,0010692g 0,0010692g 0,0010692¢g
ZnSO, -7H, O 0,001g 0,001g 0,001g 0,001g 0,001g 0,001g 0,001g 0,001g 0,001g

MnSO, -H, O 0,0011193g 0,0011193g 0,001g 0,0011193g 0,0011193g 0,0011193g 0,0011193g 0,0011193g 0,0011193g
CuSO, -5H; O - - 0,0007g - - - - - -

CoS0O, -5H; O - - 0,00035¢g - - - - - -
NiSO, -7H; O - - 0,00035g - - - - ; ]
Na, MoO, -2H, O - - 0,00007g - - - - - -
PEAD (<250um) - - - - - - - 1g 1g
PEAD (34-50um) - 19 19 - 19 19 19 - -
Oleo Mineral - - - iml 1ml - 1ml - 1ml
Tween80 - - - - iml iml - iml -
H, O 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml

Fonte: O proprio autor. — “PEADf” para PEAD (34-50um), “PEADm” para PEAD (<250um). “Tw” para Tween80.
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O Oleo mineral é usualmente empregado com o objetivo de melhorar as
interagcbes do PE com a superficie bacteriana, aumentando a colonizacdo da
superficie do PE, formacao de biofilme, e degradacao (Tribedi et al., 2013). Mas
também pode servir como fonte de carbono anéloga a diversos tipos de PE, devido
a composicao semelhante de suas cadeias de n-alcanos (Montazer et al., 2020).
No que tange ao uso do 6leo mineral em técnicas de bioprospeccéo de isolados
com potencial de degradar PEAD, tais propriedades apresentam utilidade limitada.
Isso porque o 6leo mineral, ao auxiliar na degradacao de PE, poderia, em teoria,
poderia proporcionar uma selecdo mais agil de isolados com potencial de
degradacdo de PEAD, visto que acelera a biodegradacédo de PE em diversos
cenarios (Gilan et al., 2004; Sarker et al., 2020). Contudo, o 6leo mineral também
pode ser utilizado como fonte de carbono, o que reduziria o carater seletivo do
meio. Da mesma forma, ndo foram encontrados estudos anteriores que
utilizassem 6leo na formulacdo de meios solidificados contendo PEAD, ou
gualquer forma de PE.

Outro aditivo, o Tween80, também é biodegradavel (Gofstein et al., 2020).
Mas, diferentemente do 6leo mineral, sua composicdo ndo possui semelhancas
relevantes com as cadeias do PEAD. O Tween é adicionado aos meios minimos,
costumeiramente, com o intuito de melhorar a colonizacao, bem como a aderéncia
de microrganismos ao LDPE (DSouza et al, 2021). Contudo, poucos estudos
compararam os reais efeitos da adicdo de Tween na biodegradacao de polietileno,
comparando eficiéncia de biodegradacédo do LDPE na presenca e na auséncia de
Tween80 (Belabbas et al., 2025; DSouza et al, 2021; Sarker et al., 2020; Tribedi et
al., 2013). Também nado foram encontrados estudos que realizassem tal
comparacdo com PEAD. Dos estudos com LDPE, parte conclui que a adicdo de
Tween80 é deletéria a degradacdo, diminuindo seu rendimento e a adeséao
bacteriana ao LDPE (Sarker et al., 2020; Tribedi et al., 2013), mas nao citam a
concentracdo usada do surfactante. Por outro lado, outro estudo, usando
Tween80 na concentracdo de 1%, conclui que o efeito do surfactante sobre o
rendimento da biodegradacdo de LDPE é insignificante (DSouza et al, 2021).
Enquanto Belabbas et al. (2025), usando 0,5%, conclui que a adicdo do
surfactante potencializou a biodegradagdo de LDPE. Em sintese, ndo foram
encontrados na literatura testes de biodegradacdo de PEAD usando Tween80 na

mesma formulacéo.
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5.1.2 Avaliagdo do Crescimento de P. ostreatus em Meios com Diferentes

Fontes de Carbono

As formulagdes nas quais o fungo P. ostreatus foi inoculado apresentaram
diferentes aspectos em relacdo aos parametros avaliados. Na Tabela 3
encontram-se compilados os resultados dessas avaliacbes. A escala de
diferentes niveis de homogeneidade das particulas de PEAD nos meios
solidificados testados, bem como a escala de diferentes niveis de densidade de

micélio se encontram na Figura 5.

Figura 5 — Representacéo ilustrativa da escala de homogeneidade de
particulas de PEAD em meio solidificado medida em cruzes (a), e da escala de
densidade micelial com niveis de 1 a 10 (b).

Fonte: O proprio autor.



Tabela 3 — Avaliacdo do crescimento de P. ostreatus em meios com diferentes fontes de carbono

Meio de Cultivo Fontes de Homogeneidade Halo de Densidade do Dias para atingir a
Carbono do PEAD em Meio Zona Clara Micélio borda das placas
o Oleo Mineral
Meio Oleo 0.1% viv NA Ausente 10 7

Meio PEADf + PEADf 0,1% m/v

Tween Tween80 0,1% v/v B Ausente 6 9
PEADf 0,1% m/v
Meio E’EADf + Tween80 0,1% viv Ausente 5 9
Tween+ Oleo Oleo Mineral 0,1% ++++
viv
) PEADf 0,1% m/v
Meio PEADT + Oleo Oleo Mineral 0,1% +++ Ausente 10 8
viv
Meio PEADmMm + PEADmM 0,1% m/iv Ausente 1 9
Tween Tween80 0,1% v/v ++
) PEADm 0,1% miv
Meio PEADm + Oleo  Oleo Mineral 0,1% + Ausente 9 9
viv
Meio Zero Agar NA NA Ausente 5 9
Meio Zero Agarose NA NA Ausente 6 10
MP1 Agar PEADf 0,1% m/v +++++ Ausente 4 9
MP1 Agarose PEADf 0,1% ml/v +++++ Ausente 2 >15

Fonte: O proprio autor. — “PEADf” para PEAD (34-50um), “PEADmM” para PEAD (£250um). “NA” para situa¢fes nas quais a avaliacdo nao se aplica.
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O tempo que o fungo Pleorotus ostreatus leva para colonizar diferentes
substratos serve como indicativo da biodisponibilidade das fontes de carbono
presentes no meio. Fontes de carbono metabolicamente mais acessiveis
promovem crescimento mais rapido de hifas de P. ostreatus (Othman et al., 2019).
Enquanto fontes de carbono mais recalcitrantes, que exigem maior aporte
enzimatico do fungo sobre o substrato, promovem crescimento mais lento, bem
como colonizagao desigual do meio (Mastro et al., 2023; Melanouri et al., 2021).
No presente experimento, o tempo, em dias, que o fungo levou para que suas
hifas atingissem as bordas da placa, serviu como referéncia para comparacao
entre as diferentes cinéticas de coloniza¢do do fungo nos diferentes meios. Tal
critério € comumente utilizado em outras metodologias que avaliaram cinética de
crescimento do fungo P. ostreatus, como o estudo de Abdalla et al. (2025).

Em relacdo a densidade micelial do fungo, atualmente entende-se que
sinais como: hifas mais finas, menor nimero de ramificacdes e menor densidade
micelial, estdo intimamente relacionados ao uso de fontes de carbono mais
recalcitrantes pelo fungo (Hoa et al., 2015; Maseko et al., 2024). Enquanto fontes
de carbono mais acessiveis provocam maior densidade micelial, maior nimero de
ramificacdes, e hifas mais calibrosas (Hoa et al., 2015; Maseko et al., 2024).

Por outro lado, substratos que usam misturas de fontes de carbono mais e
menos acessiveis, ao fungo P. ostreatus, contam com padrdes de crescimento
desiguais em relacdo a densidade micelial, com maior crescimento em regides
com mais facil assimilacdo de carbono. Como demonstrado no estudo de
Melanouri et al. (2021), utilizando uma mistura de palha, farelo e graos.

No que diz respeito ao uso de diferentes formas de PE como fonte de
carbono por P. ostreatus, observa-se que quando o plastico € a Unica fonte de
carbono, P. ostreatus tende a reduzir a exploracdo e concentrar o crescimento
onde consegue aderir e oxidar melhor a superficie, resultando em um padréo mais
localizado (Gémez-Méndez et al., 2018). Isso porque, como o PE se apresenta
como uma fonte de carbono recalcitrante, e pouco energética, o0 micélio possui
recursos limitados para manter um crescimento exploratorio amplo. Tendendo a
investir  em biofime denso e producdo local de lacase/lignina
peroxidase/manganés peroxidase sobre a area aderida (da Luz et al., 2014).
Contudo, isso parece néo ocorrer caso o fungo nao tenha acesso, anteriormente,

a outra fonte de carbono mais acessivel. Isso porque, sem que o fungo possua
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reservas energéticas suficientes para sustentar um pesado metabolismo
enzimatico do PE, usufruir do PE como fonte de carbono e energia se torna
improvavel (GOmez-Méndez et al., 2018).

Sabendo disso, os resultados que apontam para uma maior densidade
micelial do fungo no meio “PEADf + Tween” em relagdo ao meio “MP1 Agar’,
conduzem a trés interpretacfes, em relacao a presenca do Tween: i) 0 composto
facilita o uso do PEAD pelo fungo ao agir como surfactante, mediando a
hidrofobicidade do PEAD com a hidrofilicidade das hifas fungicas; ii) 0 composto
atua como fonte inicial de carbono mais acessivel; iii) 0 composto atua como
Unica fonte de carbono, quando presente junto de PEAD.

Caso o Tween80 estivesse agindo como Unica fonte de carbono do fungo
no meio de cultura, uma formulacdo que contivesse o PEAD em condi¢bes em
um formato menos acessivel teria resultados muito semelhantes as repeticbes
nas quais o PEAD esta mais acessivel. No entanto, ao testar a formulagdo
‘PEADmM + Tween”, que fazia uso de PEAD com maior gramatura e maior
hidrofobicidade, foi observada a menor densidade micelial dentre as diferentes
formulacdes testadas. O que sugere que o Tween 80 proporcionou melhor uso
do PEAD pelo fungo, por sua acao surfactante, ou por sua acdo como fonte de
carbono inicial mais acessivel.

Em relacdo a homogeneidade das particulas de PEAD no meio
solidificado, a presenca do Tween 80, em todas as formulacbes, foi
acompanhada de maior homogeneidade de PEAD, em relacdo as formulacdes
sem Tween 80. Resultados compativeis com Yen et al., 2021, que utilizou Tween
80 para aumentar a distribuicdo de nanoparticulas hidrofébicas em um meio
solidificado.

No que tange a adicdo de 6leo mineral nas formulacdes, observa-se que
em todas as formulacfes em que foi adicionado, houve um pior rendimento em
relacdo a homogeneidade das particulas de PEAD em meio solidificado.
Resultados compativeis com os obtidos por Li et al. (2023), onde a adi¢cdo do
6leo mineral, em meios aquosos, resulta na formacdo de goticulas de Oleo
carregando particulas aderidas a si. Comportamento semelhante ao observado
no uso das formulagbes contendo PEAD e Oleo mineral, sendo obtidas
concentracbes de PEAD esparsas, aleatoriamente distribuidas, tanto no meio

solidificado antes e ap0s sua solidificacao.
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Sobre os resultados que comparam o crescimento fangico nos meios
“Oleo”, “PEADf + Oleo”, “PEADmM + Oleo” e “MP1 Agar’. Observa-se um
crescimento mais acelerado e com maior densidade nos meios que contém
PEAD e 6leo mineral, em comparacao com aquele que contém somente PEAD.
Esses resultados sugerem que a presenca do 6leo mineral nas formulagdes
permite melhor crescimento fangico pelos mesmos mecanismos sugeridos na
presenca de Tween.

Caso o 6leo mineral atuasse apenas como Unica fonte de carbono, seria
esperado um perfil mais homogéneo de crescimento em todas as formulagcdes
com concentragdes similares desse aditivo. Por outro lado, o meio contendo
apenas PEAD (isento de Oleo) deveria apresentar reducfes drasticas na
velocidade e densidade de crescimento. No entanto, as variacdes observadas
nessas caracteristicas entre as diferentes formula¢gdes suplementadas com 6leo
mineral, sugerem que nas formulacdes suplementadas e com PEAD presente, 0
oleo mineral n&o seria a unica fonte de carbono utilizada.

Caso o 6leo mineral fosse utilizado pelo fungo como a principal, mas nao
Unica, fonte de carbono, e tornasse o PEAD mais acessivel, enquanto o PEAD
tornasse menos favoravel o uso do 6leo mineral, os resultados mostrariam o
seguinte padrdo: i) quando o 6leo mineral fosse a uUnica fonte de carbono
presente o desenvolvimento do fungo teria os parametros “velocidade e
densidade” mais elevados; ii) quando o 6leo mineral fosse presente junto de uma
fonte mais acessivel de PEAD (PEADf), os mesmos parametros seriam maiores
em relacdo a uma formulacédo na qual o 6leo é acrescido a uma formulagcdo com
PEAD menos acessivel (PEADm); iii) quando o PEAD fosse a Unica fonte de
carbono disponivel na formulacdo os parametros observados seriam 0s
menores, dentre aqueles obtidos em outras formulacfes. Padrdo compativel
com os resultados apresentados nos experimentos.

Os resultados descritos também sdo compativeis com a literatura.
Wang et al. (2025) descrevem como, mesmo em condicbes nas quais
microrganismos se encontram na presenca de fontes mais acessiveis de
carbono, o PEAD pode reduzir a assimilacdo dessas fontes de carbono ao
adsorvé-las em sua superficie, principalmente quando se tratam de poluentes
hidrofébicos. Enquanto a revisdo de Montazer et al. (2020) mostra que multiplas

fontes de carbono proporcionadas a microrganismos degradadores de formas de
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PE reduzem a otimizag&o da utilizagdo de uma unica fonte de carbono.

A comparacéo dos resultados de velocidade e densidade de crescimento
mais expressivos em “MP1 Agar” do que em “Meio Zero Agar’, sugerem que,
mesmo sem nenhum aditivo (como Tween80 ou éleo mineral), houve uso do
PEAD como fonte de carbono por P. ostreatus na formulagéo contendo Agar e
PEAD. Esses resultados, contudo, ndo podem ser comparados diretamente com
a literatura, visto que P. ostreatus usualmente ndo € cultivado com PEAD como
Unica fonte de carbono, e sim adicionado a outros substratos (Castillo-Toro et
al., 2021; Moreno-Bayona et al., 2019).

Em outro aspecto, o padrdo observado, no qual obteve-se maior
densidade micelial, e velocidade de crescimento, em formula¢des contendo agar
em comparagcdo com aquelas que continham agarose como gelificante,
apresentam respaldo na literatura. Wang et al. (2016) e Eun Ju Yun et al. (2017)
descrevem como as agaropectinas e cadeias menos regulares do agar oferecem
mais pontos de ataque para essas enzimas do que a agarose altamente regular,
facilitando a liberacédo de acucares assimilaveis, que poderiam suprir um melhor
desempenho de crescimento de fungos filamentosos marinhos. Contudo, agar
microbiolégico também conta com sais minerais, sulfatos, proteinas e outros
componentes da alga vermelha, (Lahaye et al., 1991), compostos que talvez
pudessem estar sendo utilizados como fonte nutricional.

Os resultados que mostram densidade micelial obtida com a formulagéo
“Meio PEADf + Tween+ Oleo” menor do que as obtidas nas formulacdes “Meio
Oleo”, “Meio PEADf + Oleo” e “Meio PEADf + Tween”, sugerem que a presenca
de trés, ou mais, fontes de carbono distintas podem ter reduzido a utilizacao de
qgualquer uma delas pelo fungo, semelhante aos padrdes descritos por
Montazer et al. (2020). Apontando para a possibilidade de que, em um meio onde
haja fontes de carbono recalcitrantes, mesmo que sejam adicionadas fontes
mais acessiveis e energeticamente vantajosas, as recalcitrantes continuam
sendo utilizadas por P. ostreatus.

A homogeneidade de particulas de PEAD obtida em “Meio PEADf +
Tween+ Oleo” foi maior do que a obtida em “Meio PEADf + Oleo”, mas menor do
que a obtida em “Meio PEADf + Tween”. O que sugere que, nessas condi¢des,
houve a soma de diferentes potenciais de homogeneizacdo das particulas de

PEAD no meio, advindas de Tween80 e 6leo mineral, resultando em uma
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homogeneidade alta, mas tendendo a desempenhos intermediérios de dispersao
homogénea de PEAD.

Outro padrdo observado diz respeito a tendéncia observada de maior
dispersdo, e homogeneidade de particulas de PEAD, nos meios solidificados
contendo PEAD com diametro médio de particulas de 34-50um em relacéo as
formulagBes contendo PEAD com didametro médio de particulas maior ou igual a
250um. Isso provavelmente foi observado devido a dois fatores: i) presenca de
aditivos comerciais no PEAD (<250um); ii) maior gramatura de particulas do
PEAD (<250um). A hidrofobicidade elevada, em diversos tipos de materiais, ja
leva a flotacdo e a aglomeracdo em interfaces aquosas, dificultando dispersao
homogénea em hidrogéis ou matrizes aquosas solidificadas (Huang et al., 2023).
Porém esse fenbmeno pode ter sido ainda potencializado no PEAD (<250um)
devido aos possiveis aditivos de sua composicdo. Aditivos comumente
adicionados ao PEAD, como lubrificantes, ceras, parafinas, 6leos minerais,
estearamidas, acidos graxos de cadeia longa, aumentam o carater oleofilico e
reduzem molhabilidade, favorecendo aglomeracédo em agua (Yang et al., 2022),
e possivelmente em meios aquosos solidificados. Além da alta gramatura das
particulas de PEAD (<250um), que condiz com achados na literatura que
apontam uma tendéncia natural de particulas hidrofébicas maiores, com menor
area superficial relativa, de terem baixo desempenho em dispersdo em meios
aquosos, em relacdo a particulas menores, e com maior area superficial relativa
(Luckham et al., 1999).

A respeito da auséncia de halos claros no crescimento de P. ostreatus,
sobre todas as formulacdes, podemos inferir que, em relacdo ao “Meio Oleo”’, a
falta de homogeneidade do 6leo mineral pelo meio, pode ter prejudicado a
formacédo de halos de degradacéo.

A metodologia de deteccéo de halo claro ao redor de colénias, ou pocos,
para a triagem de fungos filamentosos e bactérias positivos para a degradacao
de polimeros recalcitrantes € amplamente utilizada (Kim et al., 2022; Lee et al.,
2021; Tareen et al., 2021), inclusive para PEBD (Sathiyabama et al., 2024;
Tareen et al., 2021). Contudo, ndo foram encontrados estudos que reportem a
capacidade de fungos filamentosos provocarem halos claros em placas com 6leo
mineral, ou PEAD como fontes Unicas, ou complementares, de carbono. Os

resultados do presente estudo apontam para a possibilidade de que: uma



60

triagem rapida para fungos filamentosos da espécie P. ostreatus degradadores
de PEAD, nédo € possivel com o uso de nenhuma das formula¢6es descritas sob
as condicoes testadas.

A combinacdo de alguns resultados propiciou que o meio “MP1 Agar”
fosse selecionado para ser utilizado no desenvolvimento das técnicas de
bioprospeccéo de solo para isolamento de bactérias com potencial de degradar
PEAD. Tais resultados incluem homogeneidade do PEAD no meio, densidade
do micélio apGs o crescimento fungico, dias necessarios o crescimento fungico
atingir a borda das placas. Além disso, a acessibilidade comercial do agar em
relac@o a agarose (Zhang et al., 2021c), além de dados da literatura reportando
que bactérias isoladas de solo dificilmente degradam &agar (Sakai et al., 2014),
tornando o PEAD muito proximo de ser a unica fonte de carbono presente no

meio, também foram parametros para essa escolha.

5.2 PROSPECCAO DE BACTERIAS COM POTENCIAL DE DEGRADAR PEAD

5.2.1 Amostragem de Solos Ricos em Residuos Plasticos

As amostras de solo foram coletadas em duas sedes de uma mesma
cooperativa de reciclagem. Na primeira sede (Figuras 6a e 6c), localizadas em
coordenadas proximas a “-23.2944272, -51.1491003” e “23.3151189, -
51.2145586”. As amostras foram coletadas em regides onde depdsitos plasticos
permaneceram em contato direto com o solo por mais de oito meses, segundo
relato de trabalhadores locais. Enquanto na segunda sede (Figuras 6b e 6d),
localizada em coordenadas proximas a “-23.2943508, -51.1490852”, os residuos

plasticos permaneceram em contato com o solo até o momento da coleta.



61

Figura 6 — Imagens de satélite das areas das cooperativas de reciclagem
contendo os pontos de coleta de 1 a 5 (a), e os pontos de 6 a 10 (b). E imagens
em solo das cooperativas 1 (c) e 2 (d).

Fonte: Google Earth (a, b) e o proprio autor (c, d).

As condi¢cdes meteoroldgicas dos setes dias anteriores a coleta das
amostras, bem como no periodo da coleta, se encontram na Figura 7. As
coordenadas exatas de cada ponto de coleta, bem como descri¢des a respeito
do aspecto do solo amostrado, sombreamento, umidade, e composicdo dos
residuos depositados nos solos dos pontos amostrados estdo disponiveis no

material suplementar.
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Figura 7 — Graficos representativos das condigbes de temperatura (a) e

precipitacdo (b) no periodo da coleta e dos 7 dias anteriores.
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Fonte: Meteostat, com modificacdes.

Segundo a literatura, as condi¢cdes de temperatura no periodo que antecedeu
a amostragem de solo, bem como umidade relevante, podem promover alta
biodiversidade bacteriana, principalmente associada a microrganismos
mesofilos (Zhou et al., 2017). Enquanto a profundidade de 10 cm, por¢cdes onde
comumente se encontram fontes de carbono organico mais recalcitrantes, e forte
limitacdo de carbono, conduziria a selecdo de microrganismos capazes de usar
recursos escassos e/ou complexos (Naylor et al., 2022). Por fim, o solo ser
enriquecido com particulas plasticas, como foi observado durante a coleta, e ter
contato prolongado com esses residuos plasticos, segundo a literatura,

propiciaria o isolamento de bactérias oligotroficas e poucas copiotréficas (Chen
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et al., 2021). Além disso, propiciaria o isolamento de bactérias com capacidades
de: i) aderir a superficies inertes; ii) consumir aditivos dos plasticos; iii) tolerar
compostos toxicos; iv) formar biofilmes (Bandopadhyay et al., 2020; Beriot et al.,
2023; Hassan et al., 2019; Pinto et al., 2019; Qi et al., 2022; Sierra et al., 2025;
Sooriyakumar et al., 2022).

5.2.2 Prospecgao de Pools Bacterianos de Amostras de Solos Ricos em

Residuos Plasticos

Os trés métodos de prospeccdo deram origem a numeros diferentes de
colonias de morfologias distintas prospectadas, como pode ser observado na
tabela 4.

Tabela 4 — Relacdo do numero de coldnias com morfologias distintas obtidas

em cada metodologia de prospeccao testada e suas variantes.

N° de Colodnias

Modahdade~ 1° Meio de Cultivo 2° Meio de Cultivo com
de Prospeccao Morfologia

Distintas

10 MP1 Agar AN 143

MP1 Agar MP1 Agar 147

90 AN AN 143

MP1 Agar AN 137

30 AN AN 306

MP1 Agar AN 148

Fonte: O préprio autor. — “AN” para “Agar Nutriente”.

Mesmo que a terceira modalidade de prospeccédo contasse apenas com 6
amostras, das originais 10, ainda assim acabou por apresentar, no cultivo duplo
com AN, um maior nimero de morfotipos prospectados em relacédo a todas as
outras repeticbes, e modalidades. Obtendo nimero de colénias de morfologias
distintas prospectadas cerca de 2,07 vezes maior do que sua variante com cultivo
duplo em MP1 Agar. Esse resultado sugere que, ao utilizar-se de suspensdes de
solo mais concentradas, faz-se 0 uso de uma carga microbiana expressivamente
maior, principalmente em comparagdo com meétodos nos quais faz-se uso de

técnicas como enriquecimento de diluicdo de solo, ou plaqueamento de diluicdo
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de solo sem cultivo prévio. O que condiz com a literatura da bioprospecgéo de solo
(Lindahl et al., 1995; Yan et al., 2015).

Ainda assim, a terceira metodologia, mesmo com uma possivel carga
microbiana elevada, ao ter sua diluicdo e plaqueamento em MP1 Agar, ao final é
obtido um nimero de morfotipos muito proximo aqueles obtidos nas outras duas
modalidades de prospeccdo. Junto a esse resultado, observa-se um padréo no
gual todas as variantes das diferentes modalidades que contaram com, a0 menos,
um plagueamento de colénias em MP1 Agar, obtiveram ao final do estudo
nameros proximos de colénias de morfologias distintas prospectadas.

N&o foram encontrados estudo sobre bioprospeccao utilizando PEAD como
Unica fonte de carbono em meios solidificados. Contudo um estudo com
consorcios obtidos de aterros, e enriquecidos com LDPE como fonte de carbono,
mostraram diversidade e riqgueza microbiana menores que o solo original, com
enriguecimento de poucos taxons (Zhang et al., 2025). Outro estudo, que utilizou
consorcios enriquecidos com LDPE, a partir de solo também contaminado com
plastico, resultou em comunidades dominadas por poucos géneros. Em conjunto,
esses resultados indicam o papel seletivo de um cultivo prolongado com uma
variante de PE como Unica fonte de carbono, resultando em baixa diversidade
microbiana em relacdo ao solo de origem (Ma et al., 2023). Contudo, o0 presente
estudo n&o realizou analises de biodiversidade.

Os resultados obtidos apds as passagens “MP1 Agar / AN" tanto da
primeira quanto da segunda prospecc¢éao, foram numericamente préximos, com
diferenca numeérica de 4,2%. Esse resultado sugere que, nas condi¢des avaliadas,
0 enriquecimento prévio em MP1 liquido por 7 dias, presente na segunda
prospecc¢do, ndo aumentou ou diminuiu substancialmente a recuperacdo de
morfotipos em comparacédo ao plagqueamento direto em MP1 Agar. Segundo a
literatura, a passagem de comunidades bacterianas por meios liquidos, com
fontes de carbono Unicas, produz consorcios menos diversos, dominados por
poucos taxons especializados (Araujo et al., 2020; Wu et al., 2020). Enquanto
meios solidificados com fontes de carbono Unicas permitem isolamento de mais
morfotipos, comumente ndo tdo bem adaptados ao substrato alvo, porque
diferencas de acesso a nutrientes e oxigénio levam a heterogeneidade de
condicOes de selecdo dentro do mesmo meio (Bastiaens et al., 2000; Bonnet et
al., 2019).
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Em sintese, mesmo que sejam raras as bactérias prospectadas de solo que
degradam agar, esse e outros agentes gelificantes podem ser usados como fonte
alternativa de carbono e energia por varios microrganismos. A soma desses
fatores sugeriria uma possivel diferenga entre as condi¢cdes de seletividade do
meio liquido e solidificado a base de MP1. No entanto, ndo € possivel concluir,
apenas com esses dados, o grau de seletividade imposto pelo enriquecimento,
uma vez que nao foram avaliados parametros independentes de diversidade ou
composicao taxondmica.

Também sdo necessarios mais estudos para que se possa afirmar que a
visivel reducdo do numero de morfotipos prospectados, apos passagem dos
diferentes indculos por meio MP1 Agar ou liquido, se deu a uma seletividade dos
meios MP1 a potenciais degradadoras de PEAD, especificamente. I1Sso porque o
presente estudo ndo conta com testes proprios de biodegradacdo de PEAD para
as bactérias resultantes de sua prospeccao. Mas também porque a sobrevivéncia
de bactérias apos passagem em meios minimos liquidos ou solidificados contendo
“PEAD como unico carbono adicionado a formulagdo do meio” nao é determinante
para a sobrevivéncia apenas de degradadoras de PEAD.

A literatura sustenta que muitas bactérias se encontram em grandes
limitacdes de carbono, mesmo em ambientes ricos, devido a formacao de densos
biofilmes que limitam o acesso a oxigénio, e nutrientes, as bactérias que se
encontram mais distantes da superficie desse biofilme. Assim, essas sdo capazes
de modular seu metabolismo, suprimindo suas exigéncias nutricionais, mantendo
sua viabilidade por mais de 30 dias em meio minimo sem carbono externo
detectavel, utilizando de reservas internas (Bergkessel et al., 2021). Além do
possivel uso de material organico proveniente de bactérias lisadas (Bergkessel et
al., 2021). E do fato de que, a formacdo de biofilme, fendbmeno observado em
algumas repeticOes, favorece retencdo e reciclagem de exsudatos e células
mortas, prolongando a sobrevivéncia de ndo degradadoras de PEAD em meios
com escassez de carbono (Flemming et al., 2016).

Contudo, o uso de meios solidificados com polimeros hidrofobicos,
incluindo PEBD como Unica fonte de carbono, € utilizada como técnica de selecéo
e triagem de potenciais bactérias degradadoras desses mesmos polimeros (Gupta
et al., 2023; Patil et al., 2024). Enquanto o enriquecimento de comunidades

bacterianas com meios liquidos com PEAD como fonte de carbono Unica, é
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utilizado em prospecgdes que atingem o isolamento de cepas com potencial de
biodegradar PEAD (Martinez-Delgado et al., 2024). Além disso, comunidades de
sedimento cultivadas com filmes de PE como Unica fonte de carbono,
mostram aderéncia estavel ao filme de PE, perda de massa do filme, e alteracédo
de grupos funcionais na superficie do PE, indicativos de degradacao (Chen et al.,
2024; Maet al.,, 2023). Enquanto comunidades bacterianas marinhas, sob
condi¢cdes semelhantes de cultivo, foram registradas colonizando PEAD e PEBD,
além de terem selecionadas um conjunto mais restrito de taxons, frequentemente
associados a degradacgéao de hidrocarbonetos e n-alcanos (Pinto et al., 2019).
Assim, a soma dos resultados indica que houve queda de morfotipos
prospectados quando esses eram passados por MP1, em formato solidificado ou
liquido. Contudo, ndo se fazem presentes no estudo dados suficientes que
permitam inferir que tal reducdo do numero de morfotipos se da por uma
seletividade do meio, nem que essa seletividade seja positiva para bactérias com
potencial de degradar PEAD. No entanto, os padrdes encontrados na literatura
nao permitem também descartar tais possibilidades. Dessa forma, se fazem
necessarios mais estudos, nos quais as bactérias selecionadas pela passagem

em MP1 Agar sejam propriamente testadas para a biodegradacéo de PEAD.
5.2.3 Formacéao de Halo em Metodologia de Pocos de Difuséao

Dos 20 pools, selecionados para serem utilizados como indculos em
testes de poco-difusdo, apenas um apresentava capacidade de promover erosao
do Agar abaixo de suas colénias. Esse pool foi intitulado 101GR (Figura 8a),
enquanto os outros 19 pools, selecionados por apresentar producdo de muco

iridescente (Figura 8b), ndo foram nomeados.
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Figura 8 — Imagem do pool 101GR cultivado em AN (a) onde é possivel
irregularidade da superficie do agar (seta). Imagem dos pocos em MP1 Agar
inoculados com representante da amostra de solo 7, mostrando a iridescéncia
do material ao redor dos pogos (b).

Fonte: O proprio autor.

Os resultados dos testes de pocos de difusdo utilizando do pool 101GR
completo, e seus isolados, como inéculo em diferentes condi¢cdes se encontram

na tabela 5.



Tabela 5 — Andlise de formacgéo de halo com pool 101GR e seus isolados em diferentes condi¢des de cultivo.

Meio de Inéculo Meio de Condigoes de Tempo de Concentracgao do Formacgao
Cultura Cultivo do Cultivo do Cultivo Inéculo de Halo
Inéculo inéculo do Inéculo
MP2 - 101GR  MP2 - Liquido  Shaker 180rpm 48 horas 2 McFarland Positivo em
Agarose 28°C Colbnias
Isoladas
MP2 - 101GR MP2 - Liquido  Shaker 180rpm 48 horas = 5 McFarland Positivo
Agarose 28°C
MP1 - Agar 101GR AN Estufa 28°C 24 horas = 5 McFarland Positivo
MP1 - 101GR TSA Estufa 28°C 24 horas 2 McFarland Positivo
Agarose
MP1 - 101GR MP1 - Agar Estufa 28°C 7 dias 2 McFarland Positivo
Agarose
Meio Zero - 101GR MP1 - Agar Estufa 28°C 7 dias 2 McFarland Negativo
Agarose
Meio Zero- 101GR MP1 - Agar Estufa 28°C 7 dias 2 McFarland Positivo
Agar
MP2 - 101GR1 TSA Estufa 28°C 24 horas 2 McFarland Negativo
Agarose
MP2 - 101GR2 TSA Estufa 28°C 24 horas 2 McFarland Negativo
Agarose
MP2 - 101GR3 TSA Estufa 28°C 24 horas 2 McFarland Negativo
Agarose
MP2 - 101GR4 TSA Estufa 28°C 24 horas 2 McFarland Negativo
Agarose
MP2 - 101GR5 TSA Estufa 28°C 24 horas 2 McFarland Negativo
Agarose
MP2 - 101GR6 TSA Estufa 28°C 24 horas 2 McFarland Negativo
Agarose
MP2 - 101GR7 TSA Estufa 28°C 24 horas 2 McFarland Negativo



Agarose
Fonte: O préprio autor. — “AN” para “Agar Nutriente”, “TSA” para "Tryptic Soy Agar’.
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A selecao de 19 pools com base na sua propriedade de apresentar produgao
de muco iridescente, se deu com base em estudos anteriores, nos quais descreve-se
que “ramnolipideos” podem gerar aspecto iridescente, metalico ou “de mancha de
6leo” em placas de agar (Benie et al., 2024). Os ramnolipideos, assim como outros
surfactantes, séo frequentemente associados a melhores rendimentos de
biodegradacao de diversos polimeros hidrofébicos como fenantreno (PHA), PET e PS
(Gercke et al., 2021; Lavanya, 2024; Ma et al., 2018).

Inicialmente todos os pools foram testados em MP1 Agar, e apenas o pool
101GR apresentou halo claro ao redor dos pocos inoculados (Figura 9a). Contudo, a
possivel capacidade de degradacdo de agar que 101GR apresentava, fez com que
outros testes fossem conduzidos utilizando po¢cos em meio MP1 Agarose. Novamente,
apenas o pool 101GR apresentou halo claro ao redor de um de seus pocos (Figura
9b).

Figura 9 — Imagem dos halos claros formados ao redor de pogos inoculados com o
pool completo 101GR em MP1 Agar (a) e MP1 Agarose (b), apds 8 dias de incubacao.

Fonte: O proprio autor.

Contudo, apenas um poco, dos seis inoculados com o pool 101GR, apresentou
halo claro em MP1 Agarose. Comparando os testes realizados coma 101GR em MP1
Agar e em MP1 Agarose, observa-se que para cada teste foram utilizados diferentes
meios para cultivo dos indculos (TSA e MP1 Agarose), diferentes densidades de

inéculo (2McFarland e 25McFarland), e diferentes gelificantes.
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A literatura sugere que agarases, como «q-agarases, [3-agarases,
B-porfiranases, levam a perda localizada da matriz de &gar, o que, em meio
solidificado, se manifestaria como zonas de liquefagdo, como as que foram
observadas sob as colonias do pool 101GR, ou clareamento no entorno da coldnia,
como foi observado nos testes de poco com o pool 101GR em MP1 Agar (Chi et al.,
2012). Enquanto isso, a substituicAo de &gar por agarose, tende a reduzir a
suscetibilidade do gel a hidrélise enzimética (Chi et al., 2012). Isto sugere que, 0
menor numero de halos formados ao redor dos poc¢os de 101GR, se deve, entre outros
pontos, a maior resisténcia da agarose a degradacao.

No que diz respeito ao cultivo do in6culo utilizado nos testes, o estudo de
Cunliffe et al., (2006) observou que o pré-crescimento em meio Luria-Bertani, em
comparag¢ao com meio minimo, promoveu grandes diferencas na expresséo de genes
catabolicos, e na degradacdo de hidrocarbonetos pela bactéria Sphingobium
yanoikuyae. Observou-se ainda nesse estudo que o in6culo pré-cultivado em meio
complexo apresentou maior expressdo de genes associados a degradacéo,
resultando também em maior utilizacdo dos contaminantes ofertados (Cunliffe et al.,
2006). Resultados similares foram observados em outros estudos (Gomez-Villegas et
al., 2021; Wu et al., 2023).

Outros estudos relacionam o volume do aporte enzimatico bacteriano com o
diametro dos halos observados em testes de degradacdo de diferentes substratos.
Dingle et al., (1953), constataram que para amilase, poligalacturonase, celulase,
protease e pectinesterase, o diametro da zona de degradacédo no agar foi linearmente
relacionado com o log da quantidade de enzima aplicada, em diferentes
concentragfes. Resultados similares foram observados em estudos semelhantes mais
recentes (Junior et al., 2020).

Outros estudos relacionam também a densidade do inoculo inicial em testes de
biodegradacdo, com o volume final de substrato biodegradado. Li et al. (2018)
mostraram que o aumento do inéculo de 1% até = 5% (v/v), de um em consorcio
halotolerante, aumentou significativamente a degradacédo de um plastificante de PVC.
Enquanto para diesel, o aumento da densidade do inéculo de 2 a 10% (v/v) aumentou
linearmente a eficiéncia de degradacéo (até quase 95%), mostrando relacdo entre a
taxa de biodegradacao e a densidade inicial de células (Otiniano et al., 2022). Padrao
esse reforcado, ha tempos, por outros estudos e revisdes (Thouand et al., 1995;
Thouand et al., 2011).
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Em conjunto, os resultados sugerem que a diferenca no nimero de halos,
formados entre os testes realizados com o pool completo 101GR em MP1 Agarose e
MP1 Agar, pode ter sido produto da soma de fatores: i) diferenca na densidade celular
do ind6culo utilizado; ii) alteragBes nas condi¢cdes de cultivo do indculo; iii) maior
resisténcia da agarose a degradacao bacteriana, em comparacédo com o agar.

Tais resultados e discussdes também servem como base para a andlise de
outros resultados do presente estudo. Principalmente aqueles que mostraram halos
claros sendo formados ao redor dos pocos, em “Meio Zero Agar’, mas nio em “Meio
Zero Agarose”, quando inoculados com o pool 101GR. Esses resultados reforcam as
interpretacbes de que, possivelmente, o pool 101GR possuiria capacidade de
degradacéo de compostos do agar, e da agarose, e que seus halos apresentados em
MP1 seriam, ao menos em parte, pela degradacao dos agentes gelificantes.

No entanto, a técnica de formacéo de halos claros em meios suplementados
com polimeros hidrofobicos recalcitrantes é amplamente utilizada para a selecéao de
potenciais degradadores desses polimeros. Tendo sido utilizada para selecado de
possiveis degradadores de policaprolactona (Urbeliené et al., 2025), de PET
(Torena etal., 2021), de bis(2-hidroxietil) tereftalato (derivado do PET) (Yi et al., 2025),
e para selecéo de possiveis degradadores de PEBD (Alami et al., 2025; Di Napoli et
al., 2023; Gupta et al.,2016), e até de PEAD (Aatikah Tareen et al., 2021). Contudo, o
nivel de eficiéncia de seletividade de meios semelhantes, para diferenciar
degradadores de PEAD, permanece incerta. Apenas um estudo relata a eficiéncia de
triagem de degradadoras de 33,3% (Aatikah Tareen et al., 2021).

Assim, os resultados obtidos com o pool 101GR, nas condi¢des deste estudo,
precisam ser melhor investigados para confirmar se os halos seriam decorrentes da
biodegradacdo de PEAD, ou resultantes apenas da degradacdo dos agentes
gelificantes.

Os halos formados poderiam advir também, segundo a literatura, de fenbmenos
alheios a degradacdo de PEAD ou dos gelificantes. No experimento de Burd et al.
(1996), foi observado que a adicdo de biossurfactantes em placas de PHA permitiram
a visualizacdo de halos claros idénticos aos observados quando as placas eram
inoculadas com a cepa Pseudomonas marginalis PD-14B, degradadora de PHA (Burd
et al., 1996). Resultado obtido, segundo o estudo, devido a capacidade de
surfactantes alterarem a distribuicdo das particulas hidrofébicas, bem como seu

angulo de contato com a agua, 0 que geraria uma menor opacidade em regides onde
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o biossurfactante age sobre o PHA. Isto sugere que, a reorganiza¢cdo das particulas
de PEAD, pela interagdo desse com biossurfactantes produzidos pelo pool 101GR,
seria uma das explicacBes possiveis, ou complementares, para a visualizacao de
halos, em parte dos meios testados.

Segundo a literatura, a interacéo das particulas de PEAD com biossurfactantes,
poderia levar a um aumento da area de contato PEAD/agua, e PEAD/bactérias,
auxiliando na colonizacdo microbiana, e em Ultima instancia a biodegradacdo do
PEAD (Ai et al., 2024; Chauhan et al., 2025).

Em testes posteriores, os integrantes do pool 101GR foram isolados, originando
7 linhagens nomeadas de “101GR1” a “101GR7”, ou “G1” a “G7”. Todos os isolados
foram testados por uma metodologia semelhante a utilizada para os testes de poco-
difusdo com o pool 101GR completo. Os resultados, para todos os isolados, foram
novamente negativos (Tabela 5). Isto &, n&o foram observados halos claros em
nenhuma das repeticbes. Foram realizados novamente experimentos com o pool
completo, reativando-o a partir de seu estoque em -80°C, e apOs ajustes nas
condicBes de reativacdo e concentracdo do inéculo, resultados positivos novamente
foram constatados. Tal observacdo sugere que, para que haja a formacéao de halos
claros, deve haver um efeito sinérgico entre os componentes do poo/ 101GR.

Isso é compativel com achados na literatura, nos quais consorcios bacterianos
frequentemente apresentam maiores valores de degradacdo ou solubilizacdo de
polimeros hidrofobicos, e de degradacdo de diversos outros substratos. Em 2023,
Dar et al. demonstraram que um consorcio bacteriano degradou completamente o
pesticida Malation em solo em 15 dias, enquanto as mesmas, quando isoladas,
degradaram de 50 a 68% do poluente.

Recentemente, a literatura que aborda a biodegradacdo de derivados de
petroleo tem obtido resultados que convergem para o entendimento de que,
consorcios degradam esses poluentes de maneira mais eficiente do que linhagens
isoladas, e que isso deve-se, provavelmente, a um sinergismo, que envolve multiplas
vias enzimaticas e co-metabolizacdo dos derivados de petréleo (Darma et al., 2020;
Festa et al., 2016; Ksigzek-Trela et al., 2025; Ozyurek, 2023).

Estudos comparando diretamente a eficiéncia de degradacdo de PEAD por
consorcios bacterianos, com a eficiéncia de degradacao de isolados bacterianos, ndo
foram encontrados. Contudo, ja foi demonstrado sinergia enzimatica entre bactérias

do género Bacillus, na degradacdo de PEAD (zZhang et al., 2023). Para a
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biodegradacado de PE a literatura € menos limitada. Han et al. (2020) demonstraram
que, um consorcio de bactérias do género Arthrobacter e Streptomyces degradou
filmes de PE com: i) maior formacéo de biofilme; ii) maiores alteracdes quimicas do
PE; iii) maior liberacdo de CO.,; iv) maiores alteracdes superficiais, do que os mesmos
parametros obtidos com cada isolado sozinho. Resultado condizente com outros
estudos similares com PE (Li et al., 2025; Putcha et al., 2024; Zhang et al., 2023) e
PEBD (Khampratueng et al., 2025; Skariyachan et al., 2016).

Em relacdo a eficiéncia de producdo de biossurfactantes, que poderiam
produzir halos claros nos meios testados, a literatura mostra tendéncia semelhante, a
favor dos consorcios. Alves et al. (2019) apresentaram que co-culturas de bactérias
dos géneros Bacillus, Pseudomonas ou Listeria aumentaram a producdo de
biossurfactantes no meio solidificado testado. Nesse meio a atividade de
biossurfactantes era evidenciada pela formacéo de halos claros, e os resultados do
estudo mostraram que os consorcios apresentavam halos maiores, em comparagao
com aqueles produzidos pelas bactérias isoladas do consoércio. Resultados
compativeis com os obtidos por outros estudos (Cerqueira et al., 2011; Jing et al.,
2007; Mukred et al., 2008).

Segundo alguns estudos, a maior producédo de biossurfactantes por consorcios
bacterianos, em relacdo aos isolados, esta relacionada a diferencas de nutricdo
bacteriana, competicdo por nutrientes e sinalizacado quimica. Em um estudo de Kang
et al. (2024) com um consoércio de Bacillus e Pseudomonas, a bactéria do género
Bacillus apresentou metabolismo mais eficiente para a degradacdo da fonte de
carbono apresentada, aumentando a liberagdo de acuUcares no meio quando
comparada a cultura pura de Pseudomonas spp. Enquanto isso, no mesmo estudo, a
bactéria do género Pseudomonas apresentou maior capacidade de producdo de
biossurfactantes, mas necessitando de acucares dispersos no meio para sua
producéo.

Revisbes da literatura sobre co-culturas descrevem que a capacidade das
comunidades bacterianas de assumir funcdes complementares entre microrganismos
reduz o “peso” metabdlico em cada cepa, e potencializa o fluxo de carbono para
producdo de metabdlitos secundarios, incluindo surfactantes (Jones et al., 2018;
Diender et al., 2021). Outro estudo, de Hamza et al. (2018), mostra como a
competitividade por recursos, entre Staphylococcus lentus e Vibrio harveyi, provocou

producéo 2,3 vezes maior de biossurfactantes. Enquanto Alves et al. (2019) descreve
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como a producdo de biossurfactantes por Pseudomonas € afetada por redes de
quorum sensing, com a presenca de outras espécies, em um co-cultivo, podendo
modificar a sinalizacao local, levando a inducdo de genes associados a producao
desses metabdlitos secundarios.

A soma dessas informacdes sugere que, a densidade celular bacteriana e a
presenca de varios morfotipos, nos testes com o pool 101GR completo, poderiam
explicar a diferenca entre os resultados obtidos com o pool completo, e aqueles
obtidos testando apenas seus isolados. Isso, caso o mecanismo utilizado pelo pool
101GR para a formacgéo de halos, nos meios contendo ou ndo PEAD, fosse por meio
da: i) producdo de biossurfactantes; ii) degradacdo do agar.

Um desafio encontrado em nossa metodologia foi que um grande nimero das
repeticoes testadas apresentava halos de dificil visualizagcdo, fazendo com que
possiveis resultados positivos possam ter sido registrados como negativo. Em PEAD,
a degradacao ocorre de forma lenta e predominantemente superficial, com formacéo
gradual de grupos oxidativos e rugosidade, fenbmenos que geram pequenos efeitos
em relacdo a alteracbes oOpticas, principalmente em curtos periodos de atividade
microbiana sobre o PEAD (Hooda et al., 2023; Vesely et al., 2016). Assim, estudos
como o de Skariyachan et al. (2018), mostram o uso de “azul brilhante de coomasie”
para a coloracdo das placas e melhor visualizacédo de halos claros, o que resultou no
isolamento da cepa CGK112, degradadora de PEAD. O “azul brilhante de coomasie”
€ um corante eficiente para varios plasticos, incluindo PEAD, melhorando a
visualizacdo de suas particulas (Li et al., 2024). Tal cenério sugere que, fazer uso
deste corante, pelo presente estudo, poderia ter aumentado as chances de
visualizacdo mais frequente de halos, se estes fossem presentes, bem como tornado

tais halos mais especificos quanto a presenca ou auséncia de particulas de PEAD

5.2.4 Selecdo e Caracterizagdo Inicial de Isolados

Os isolados bacterianos obtidos, integrantes do pool 101GR, foram corados
pela coloracdo de Gram. Nessa coloracdo todos foram classificados como Gram
negativos. Apos isso, 101GR1 a 101GR7 foram cultivados sucessivamente em MP2
Agarose, contudo apenas para 101GR4 e 101GR6 foi observado crescimento em
todas as etapas. Esses dois isolados foram inoculados em meio “Columbia CNA Agar”,

MacConkey e Meio Zero. Os resultados em relagéo a crescimento, cor das colonias e
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cor do meio, encontram-se compilados na tabela 6.

Tabela 6 — Crescimentos de 101GR4 e 101GR6 em meios CNA, MacConkey e Meio

Zero.
Mlcrorgsanlsmo Meio de Cresciment Cor das Cor do -:-:2:1%(; d;
Cultivo o Colonias Meio ¢
Inoculados o do Meio
101GR4 CNA Negativo - NA 24 horas
101GR6 CNA Positivo Creme NA 24 horas
MacConke . Rosa e
101GR4 y Positivo Creme Amarelo 24 horas
101GR6 Mac(;/onke Positivo Creme Amarelo 24 horas
101GR4 Meio Zero Positivo Translucida NA 7 dias
101GR6 Meio Zero Positivo Transllcida NA 7 dias

Fonte: O proprio autor. — “NA” para situagBes nas quais a avaliagdo n3o se aplica.

O crescimento positivo da 101GR6, tanto em CNA quanto em MacConkey,
levantou questionamentos sobre a pureza de sua cultura, ou perfil de resisténcias.
Isso porque, o meio CNA, ou “Columbia CNA Agar’ contém duas substancias
seletivas principais, colistina e acido nalidixico. Ambos séao antibioticos que inibem o
crescimento de parte das bactérias Gram-negativas (Ahmed et al., 2020; Kalinen et
al., 2025). A colistina liga-se fortemente ao LPS da membrana externa de
Gram-negativas, desorganiza suas bicamadas lipidicas, aumentando a
permeabilidade e levando a vazamento de conteudo celular e morte (Alfei et al., 2020).
A parede celular da maioria das bactérias gram positivas impede que 0 mesmo
aconteca com seus representantes. Enquanto o acido nalidixico age inibindo a DNA
girase (topoisomerase Il), bloqueando a replicacdo do DNA (Fukuda et al., 2026). Nas
gram-positivas o efeito € semelhante, mas dependente de doses maiores as
encontradas no CNA. Contudo, a presenca de bactérias gram-negativas
apresentando resisténcia, tanto a acido nalidixico quanto a colistina, é frequentemente
documentada na literatura (Abavisani et al., 2023; Ahmed et al., 2020; Dunne, 1999;
Gray et al., 1979), mostrando que a seletividade a gram-negativos, pelo CNA, néo é
absoluta.

A interpretacdo de que a 101GR6 poderia consistir, na realidade, de duas
linhagens co-cultivadas, sendo um gram-positivo e outro gram-negativo, € pouco

fundamentada na literatura. Isso porque, a existéncia de bactérias gram-positivas que
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aparentam ser bastonetes gram-negativas na coloragéo de gram, como Lactobacillus
iners, Thermanaeromonas toyohensis, Thermacetogenium phaeum,
Thermosediminibacter oceani, etc (Choi et al., 2024; Kim et al., 2020), frequentemente
estdo associados a ambientes como, interior vaginal, fontes termais, e condi¢cdes de
selecdo de termdfilos. Todos, cenérios incompativeis com aqueles nos quais ocorreu
a coleta das amostras.

Portanto, os resultados do presente estudo, somados aos apresentados na
literatura, sugerem que 101GR6 se trata de um bastonete gram negativo, que
apresenta resisténcia a ambos os antibioticos.

O meio MacConkey contém sais biliares e corante violeta cristal, que danificam
a parede celular e membrana de muitas, mas nao todas, bactérias Gram-positivas,
impedindo seu crescimento (Nikaido, 1996). Ao mesmo tempo, MacConkey € um meio
seletivo para bactérias Gram-negativas entéricas, como Enterobacteriaceae. 1sso
devido ao fato dessas serem naturalmente mais resistentes a corantes e sais biliares
(Nikaido, 1996). Além disso, o meio MacConkey € diferencial para a fermentacédo de
lactose, por resposta a variagfes de pH. Assim, produzindo, tom amarelado no meio
(e possivelmente em colbnias) para casos de nao fermentacéo, e tom rosado no meio
(e possivelmente col6nias) em caso de fermentacdo (Flournoy, 1990). Assim, 0s
resultados obtidos sobre o crescimento da 101GR6 em MacConkey. Suas colbnias
cremes, e 0 meio amarelado, sugerem que se trata de um microrganismo nao
fermentador de lactose.

No que tange aos resultados obtidos sobre o crescimento da 101GR4 em
MacConkey, seu crescimento positivo sugere que inclua um microrganismo gram
negativo. O que é reforcado pelo seu crescimento negativo em CNA. Contudo, as
cores que 101GR4 apresentou no crescimento em MacConkey apontam tanto para a
fermentacdo, quanto para a ndo fermentacao de lactose. Na literatura, tal observacéao
é frequentemente associada a um co-cultivo de bactérias fermentadoras, e néo
fermentadoras de lactose, em um mesmo meio MacConkey (Alaltoganee et al., 2025).
O que sugere que 101GR4 seja composta por mais de uma linhagem bacteriana.
Ambas gram-negativas.

A respeito do crescimento tanto de 101GR6 quanto de 101GR4 em “Meio Zero
Agarose”. Caso 101GR4 e 101GR6 fossem capazes de crescer em meio MP1
Agarose, mas nao em “Meio Zero Agarose”, poderia ser levada em consideragao a

possibilidade de esses grupos estarem utilizando PEAD como fonte de carbono.
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Contudo, 101GR4 e 101GR6 cresceram em ambas as condi¢des, nao sofrendo
alteracdo significativa em seu tempo de crescimento, sendo esse de 7 dias para
ambas as formulagdes. Discussdes anteriores abordaram como o poo/ 101GR poderia
apresentar capacidade de degradacdo de gelificantes, e como resultados aquém
poderiam ser observados caso os isolados do pool fossem cultivados separadamente.
Assim, ndo é possivel descartar a interpretacdo dos resultados que sugere um uso
minimo da agarose como fonte de carbono, para sustento do crescimento bacteriano
de 101GR4 e 101GR6. No entanto, o ritmo de crescimento semelhante de 101GR4 e
101GR6 tanto em “Meio Zero Agarose” quanto em “MP1 Agarose”, sugerem que com
a formulagdo “MP1 Agarose” ambos 0s grupos bacterianos ndo possuiam maior
acesso a fontes de carbono que permitissem um ritmo significativamente mais
acelerado de crescimento. Padrdes que sugerem reduzida, ou nula, capacidade de
uso do PEAD como fonte de carbono nas condi¢des testadas.

Bactérias, por definicdo, sdo dependentes de fontes externas de carbono,
sejam essas organicas ou inorganicas. Portanto, 101GR4 e 101GR6 estavam
captando carbono para seu crescimento. Diferentes tipos de solo possuem
comunidades inteiras de bactérias mixotroficas capazes de realizar o ciclo de Calvin-
Benson-Bassham, para capturar carbono da atmosfera (Wang et al., 2025; Zhou et
al., 2025). Podendo utilizar a luz, ou H,, H,S, S°, S,0527, NH,*, NO,~, Fe2*, como fonte
de energia (Wang et al., 2022), a maioria, componentes naturais do “Meio Zero
Agarose”. Fatores que nao sugeririam, mas que possibilitariam que o crescimento de
101GR4 e 101GR6 fosse possivel na formulacdo em questdo, ao utilizarem de
autotrofia facultativa.

Em outra proposta de interpretacéo para os resultados positivos de crescimento
das bactérias em “Meio Zero Agarose”, vale observacédo a trabalhos voltados ao
estudo do crescimento bacteriano em condi¢cfes de deplecéo extrema de carbono. No
estudo de Shoemaker et al., (2021), 21 taxons bacterianos heterotréficos foram
cultivados em sistemas fechados, sem aporte externo de carbono. Ao final do estudo,
20 dos taxons cultivados apresentavam viabilidade, apés 1000 dias de cultivo.
Segundo Shoemaker et al., (2021), a sobrevivéncia de longo prazo dos taxons, foi
sustentada pela reciclagem do material organico de células mortas, que eram
degradadas e serviam como recurso energético, e fonte de carbono, para as
sobreviventes, capazes de sobreviver e evoluir. O estudo ainda estimou o tempo

necessario para a extingao da viabilidade celular dos taxons testados, e os resultados
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apontaram para periodos 10? a 10° anos. Estratégia documentada, em cenérios
naturais e com deplegdo menor de carbono, em outros estudos envolvendo
sedimentos profundos (Beidler et al., 2024; Finley et al., 2025). Tal propriedade,
envolvendo reciclagem de material organico de células bacterianas mortas, sugere
que, fenbmenos semelhantes poderiam sustentar, sozinhos, cultivos liquidos
prolongados. Isso, mesmo que ndo houvesse fonte de carbono, ou que as bactérias
ndo fossem capazes de utilizar a fonte de carbono adicionada as formulagdes.
Constatacdo que torna, possivelmente, nao obrigatorio o uso de quaisquer fontes de
carbono adicionadas as diferentes formulagbes. E que poderiam explicar a
manutengdo da capacidade de crescimento da 101GR e 101GR6 em “Meio Zero
Agarose”.

Tal possivel “ndo obrigatoriedade” do uso do PEAD como fonte de carbono,
pelas bactérias, nos meios solidificados formulados, unida ao fato de o presente
estudo néo ter lancado méao de técnicas envolvendo testes de biodegradacdo mais
robustos que confirmassem a capacidade de biodegradacédo de PEAD por parte das
bactérias prospectadas, compdem as principais limitacbes do estudo. Impedindo
afirmar categoricamente que se apresente o desenvolvimento de metodologias para

prospeccéo, selecao e triagem de bactérias efetivamente degradadoras de PEAD.
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6. CONCLUSAO

Os meios formulados permitem concluir que Pleurotus ostreatus ndo € capaz
de formar halos claros, em nenhuma das formulacdes e condi¢des testadas, indicando
gue esse critério ndo é aplicavel como método de triagem fenotipica para o fungo sob
as condicdes avaliadas. O 6leo mineral comprometeu a homogeneizacdo de
particulas de PEAD em meio solidificado, enquanto o Tween80 melhorou a dispersao
das particulas. Também foi possivel inferir que o fungo filamentoso Pleurotus
ostreatus, ndo s6 é capaz de utilizar Tween80, e 6leo mineral para obtencdo de
carbono, como seu metabolismo possui tendéncia a priorizar sua degradagcao quando
estdo presentes em um mesmo substrato que particulas finas de PEAD. Observou-se
ainda que a presenca simultanea de multiplas fontes de carbono (PEAD, Tween e 6leo
mineral) reduziu a densidade micelial e a velocidade de crescimento, apontando
limitagcbes ao uso dessas substancias, amplamente utlizadas em estudos de
biodegradacao de PEAD.

Nas metodologias desenvolvidas de bioprospeccdo para isolamento de
microrganismos com potencial de degradar PEAD, as formulagdes “MP1 liquido” e
“MP1 Agar” apresentaram carater seletivo, reduzindo o nimero de morfotipos
cultivaveis recuperados nas metodologias que o utilizaram, em comparacdo com
meios nao seletivos. Na triagem realizada por pocgos, o pool 101GR apresentou
fendtipo consistente de degradacao de agar, mas atividade limitada sobre agarose,
porém esse fenotipo ndo foi reproduzido pelos isolados individualmente, indicando
dependéncia de interacBes consorciadas para expressao do carater observado.

Assim, este trabalho apresenta resultados que sustentam a aplicabilidade do
meio formulado e do fluxo de prospeccao/triagem desenvolvido como ferramentas
iniciais para selecdo de pools e isolados obtidos em condicbes de PEAD como
principal fonte de carbono adicionada, estabelecendo um ponto de partida
experimental para estudos posteriores que realizem validacdes analiticas e ensaios

mais especificos de biodegradacéo.
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7. MATERIAL SUPLEMENTAR
7.1  COORDENADAS E DESCRICOES DOs PONTOS DE COLETA DAS AMOSTRAS DE SOLO.

As coordenadas exatas de cada ponto de coleta, descri¢cdes do aspecto do solo
amostrado, sombreamento, umidade, e composi¢cdo dos residuos depositados nos
solos dos pontos amostrados estéao dispostos na TABELA 7.



Tabela 7 — Compilado de coordenadas de cada ponto de amostragem e caracteristicas do solo coletado.

Ponto de Coordenadas Aspecto do Umidade Sombreamento Contaminantes
Amostragem Solo Identificados
de Solo
Ponto 1 '2531'_2194494120702?; " Argiloso Umido Sombreado mZ?;)iiliorsl\élli:tirg(’)s
Ponto 2 '2531'_21944930580582’ ~ Arenoso Seco Nao sombreado Vid;?é ;}igﬂsis ©
Ponto 4 '2531'_21944867293765’ " Argiloso Umido sor:%Lrjgg do Vidro e plasticos
Ponto 5 '2531'.21944857637962’ : Argiloso Intermediario  N&o sombreado Plasticos
Ponto 6 253132115415158:6 ) Argiloso Muito umido  N&o sombreado Plasticos
Ponto 7 '2531'?21 15407904598’ ) Argiloso Muito umido  N&o sombreado Papelao e plasticos
Ponto 8 2531321 15425543188’ ) Argiloso Muito umido  Na&o sombreado Papelado e plasticos
Ponto 9 _2531'?’21 15408097382’ " Enegrecido Encharcado N&o sombreado Papeléo e plasticos
Ponto 10 2531321 1169293228’ " Pedregoso Umido Sombreado Plasticos

Fonte: O proprio autor.
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