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RESUMO 

ABUSSAFI, Leonardo Dib de Sousa. Desenvolvimento de métodos para 
prospecção de bactérias de solos de depósitos plásticos com potencial de 
degradar polietileno de alta densidade. 2026. 79. Dissertação (Mestrado em 
Microbiologia) – Centro de Ciências Biológicas, Universidade Estadual de Londrina, 
Londrina, 2026. 

 

A poluição ambiental por plásticos, em especial pelo polietileno de alta densidade 

(PEAD), constitui um problema persistente devido à elevada recalcitrância desse 

polímero, à baixa biodisponibilidade de suas cadeias e à complexidade metodológica 

envolvida na prospecção 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 bioprospecção de bactérias com potencial de degradar 

PEAD e avaliar pools obtidos pelos métodos de prospecção por meio de ensaios 

baseados na formação de halos claros em poços de difusão. Foram formulados meios 

mínimos contendo PEAD em diferentes granulometrias, combinados ou não com 

aditivos como Tween80 e óleo mineral, avaliando-se parâmetros críticos como 

dispersão do polímero no meio solidificado e resposta de crescimento fúngico. 

Observou-se que o Tween80 melhorou a homogeneização das partículas de PEAD, 

enquanto o óleo mineral comprometeu a uniformidade do meio, limitando a 

aplicabilidade de ensaios em placas. Verificou-se também que P. ostreatus não 

formou halos claros em nenhuma das formulações testadas, e que a presença 

simultânea de múltiplas fontes de carbono (PEAD, Tween e óleo mineral) esteve 

associada à redução da densidade micelial e à diminuição da velocidade de 

crescimento, indicando interferência nutricional. Para bioprospecção bacteriana, 

foram empregadas metodologias baseadas em plaqueamento direto e enriquecimento 

em meio contendo PEAD, com posterior isolamento em meios não seletivos e em meio 

solidificado formulado contendo PEAD. A passagem por esse meio “MP1 Ágar” 

reduziu o número de morfotipos recuperados, evidenciando caráter seletivo do meio, 

embora sem dados suficientes para inferir se tal seletividade favorece microrganismos 



 
 

 

com capacidade de biodegradação de PEAD. Na triagem por poços de difusão, 20 

pools bacterianos foram avaliados, sendo que apenas o pool 101GR apresentou 

formação consistente de halo claro em meios específicos, com caráter compatível com 

a degradação dos gelificantes. Quando os integrantes do pool foram isolados, o 

fenótipo de halo não foi reproduzido pelos isolados, sugerindo dependência de alta 

densidade celular, ou de interações consorciadas, para expressão do efeito 

observado. Conclui-se que o trabalho estabeleceu um conjunto de formulações e um 

fluxo experimental de prospecção e triagem reprodutível para seleção inicial de pools 

e isolados obtidos sob pressão seletiva do PEAD, ao mesmo tempo em que identificou  

limitações fundamentais de interpretação em ensaios baseados exclusivamente em 

halos, crescimento ou alterações visuais em placas. Assim, os resultados fornecem 

uma base metodológica inicial para estudos posteriores que integrem validações 

analíticas específicas e ensaios direcionados à comprovação de biodegradação 

efetiva do PEAD pelos morfotipos isolados.  

Palavras-chave: Polietileno de alta densidade; microplásticos; biodegradação; 

bioprospecção; 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. Dissertação (Mestrado em Microbiologia) – Centro de 
Ciências Biológicas, 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 INTRODUÇÃO 

A produção mundial de plásticos apresenta um crescimento contínuo ao 

longo dos anos (Plastics Europe, 2025). No ano de 2024 foram produzidas 

aproximadamente 430,9 milhões de toneladas (Mt) de plásticos. Apesar do 

aumento expressivo na produção global de plásticos, menos de 10% dos 

plásticos gerados globalmente são reciclados, resultando em sete bilhões de 

toneladas de resíduos plásticos produzidos até hoje (Geyer et al., 2020), e 

milhões de toneladas de plásticos sendo descartados todos os anos (Houqian 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 condições de 

descarte citadas, os plásticos sofrem foto-oxidação, oxidação térmica, abrasão, 

degradação química e biológica. Nesses processos os plásticos são 

fragmentados em partículas com diâmetro inferior a 5mm, conhecidas como 

microplásticos (Luo et al., 2022; Zhang et al., 2021a). 

Microplásticos (MP), a todo momento, são dispersos no ambiente, 

podendo ser encontrados no ar, na água potável, 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; Materić; Holzinger; Niemann, 

2022; Mitrano, Wick, Nowack, 2021; Patti et al., 2020; Xu et al., 2020). Os 

microplásticos carregam consigo substâncias tóxicas próprias de sua 

composição: estabilizantes, corantes, plastificantes ou retardadores de chama 

(Seewoo et al., 2024); e substâncias adsorvidas à sua superfície durante toda 

sua passagem no ambiente, como metais pesados (Liu et al., 2022a), 

diclorodifeniltricloroetano (DDT) (Zhang et al., 2021b), hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos (Verla et al., 2019), também microrganismos invasores, 

genes de resistência a antibióticos e até microrganismos patogênicos resistentes 

a antibióticos (Jaafarzadeh et al., 2024). Microplásticos, muitas vezes, provocam 

aumento na taxa de transferência horizontal de genes nas regiões em que se 

encontram, inclusive daqueles que codificam resistência a antibióticos (Zhao et 

al., 2023a).  

Microplásticos também afetam a saúde humana (Li et al., 2023). Com 

enorme capacidade de dispersão, e ubiquidade, MPs são diariamente ingeridos 
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e inalados (Zhang et al., 2020; Zuri et al., 2023). Evidências em modelos animais 

apontam que essas partículas podem perdurar por longos períodos nos pulmões 

e acumularem-se em fígado, rins e cérebro, gerando significativa toxicidade 

celular (Cetin et al., 2023; Guo et al., 2024; Horvatits et al., 2022; Jenner et al., 

2022; Lourenço et al., 2024). Também podem provocar mutagênese e 

carcinogênese (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 à saúde humana e meio ambiente, afetando a vida aquática 

e terrestre (Blettler et al., 2021; Seewoo et al., 2024; Wright et al.,), não só de 

animais e microrganismos, mas também de algas e plantas (Hartmann et al., 

2022; Li et al., 2020). 

O polietileno é um polímero termoplástico de ampla utilização em 

embalagens, e representa 26% de toda a massa de plásticos 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 dispersão de MPs de PEAD se faz mais 

do que necessária.  

As opções de manejo atuais de macroplásticos (posteriores geradores de 

MP) se mostram ineficazes, com a reciclagem mecânica produzindo mais MPs, 

assim como o descarte em aterros sanitários e a incineração (Yang et al., 2021; 

Zhao et al., 2023b). Uma alternativa discutida é a biodegradação, que utiliza 

microrganismos, como o fungo degradador de PEAD Pleurotus ostreatus 

(Ratuchne et al., 2023), para degradar macro e microplásticos. A biodegradação 

também reduz a necessidade de limpeza ou triagem prévia dos plásticos pós-

consumo, caso haja na aplicação a diversidade metabólica necessária para se 

lidar com os plásticos descartados. A biodegradação é considerada uma solução 

sustentável, e de subprodutos ecologicamente seguros (Barone et al., 2020; 

Chandra et al., 2020; Liu et al., 2021; Pham et al., 2021).  

A biodegradação de PEAD, no entanto, lida atualmente com uma séria 

limitação em relação à padronização de métodos. Principalmente no que tange 

aos métodos de prospecção de bactérias com potencial de degradar PEAD. 

Atualmente, não há padronização de condições de cultivo, temperatura, 
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composição do meio, carga microbiana, do próprio formato e tipo do plástico a 

ser utilizado, ou sobre a presença de aditivos como óleo mineral, Tween80 e 

gelificantes (Martínez 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 não indicam degradação com exatidão.  

Nesse contexto, este estudo insere-se na problemática ao contribuir com 

a análise de condições padronizadas para prospecção, seleção e avaliação de 

bactérias potencialmente capazes de utilizar o PEAD como fonte exclusiva de 

carbono. Busca-se, assim, gerar bases conceituais e metodológicas que possam 

subsidiar futuras aplicações biotecnológicas voltadas à mitigação da poluição 

plástica, especialmente no que diz respeito à fração microplástica 

ambientalmente persistente. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 USO DE PLÁSTICOS PELA HUMANIDADE 

A humanidade tira proveito de polímeros 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 necessários” sendo fabricados polímeros naturais com chifre, 

ceras, borracha natural e resinas, até o início do século XIX, quando se deu início 

ao desenvolvimento dos termoplásticos conhecidos hoje. Em 1839, Eduard 

Simon, um boticário alemão, descobriu o poliestireno (PS), e um tempo depois o 

policloreto de vinila (PVC), foi sintetizado, e pelo menos mais 15 classes de 

polímeros foram desenvolvidas apenas na primeira metade do século XX. 

(Andrady et al., 2009).  

Os plásticos representaram uma revolução na engenharia de materiais. 

Podendo ser leves, resistentes a choque, calor, produtos químicos, estiramento, 

eletricidade, corrosão, sendo baratos e versáteis, bem como facilmente 

introduzidos em plantas fabris (Andrady et al., 2009). Além disso, podem reduzir 

o consumo de energia e as emissões 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 für umfassende Analysen) 

constatou que o envase de bebidas em politereftalato de etileno (PET), em 

comparação com vidro ou metal, reduzia o consumo de energia em 52% e as 

emissões de gases de efeito estufa em 55%. Outro estudo reportou que o 

investimento energético para a fabricação de um copo de cerâmica, no lugar de 

um copo de poliestireno expandido (isopor), fazia com que um único copo de 

cerâmica tivesse de ser usado centenas de vezes para igualar a relação “uso do 

produto por investimento energético para sua produção” entre ambos (Hocking 

et al., 1994; Ivanov et al., 2016). Assim, durante os últimos 60 anos, a produção 

e o consumo globais de plásticos aumentaram enormemente devido a fatores 

como: crescimento populacional, à industrialização, ao consumismo e ao 

desenvolvimento tecnológico etc (Mohajan, 2025), com as demandas atuais 
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girando em torno de mais de 430 milhões de toneladas de plásticos anualmente 

(Plastics Europe, 2025).  

Da gama de plásticos 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 – Representação da distribuição percentual dos plásticos produzidos 

no ano de 2025. 

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

 

O PS é comumente utilizado na forma de copos descartáveis, bandejas 

de alimentos, isopor, embalagens, caixas térmicas, potes rígidos, e talheres 

descartáveis. O PUR encontra-se na composição de espumas de colchões e 

estofados, espumas rígidas de isolamento térmico, solas de calçados, 

selantes/colas, vernizes e tintas. O PET, em garrafas de refrigerante, água, 

frascos de óleo e alimentos, embalagens transparentes, fibras têxteis (na forma 

de poliéster) e filmes. Enquanto o PVC é reconhecido em tubos e conexões 

hidráulicas, mangueiras, cabos elétricos (revestimento), pisos vinílicos, 
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esquadrias e cartões plásticos. O PP, por sua vez, é encontrado em potes de 

alimentos, tampas, seringas e outros materiais hospitalares descartáveis, 

sacarias, embalagens rígidas e peças automotivas. Enquanto o PE pode compor 

sacolas e filmes plásticos, embalagens flexíveis, frascos de detergente, leite, 

tampas, baldes, galões, tubulações etc. Uma representação esquemática, 

contendo esses e outros tipos de plásticos, seus principais usos e destinos após 

o descarte se encontra na Figura 2. 

 

Figura 2 – Representação esquemática dos tipos de plásticos, seus principais 

usos e destinos após o descarte. 

 
Fonte: O próprio autor. – Politereftalato de etileno (PET), Polietileno de alta densidade (HDPE), 

Policloreto de vinila (PVC), Polietileno de baixa densidade (LDPE), Polipropileno (PP) e 

Poliestireno (PS). 

 

Somado a alta produção atual, estima-se que aproximadamente 50% dos 

plásticos produzidos são descartados após um único uso, muitas vezes após 

poucos dias ou minutos (Geyer et al., 2017). Assim, com uma crescente tão 

agressiva na produção de plásticos desde 1950 (Kumagai et al., 2020), houve 

também o fracasso de técnicas adequadas para o manejo dos resíduos plásticos. 

Como consequência, observa-se que até o ano de 2020, das sete bilhões de 

toneladas de resíduos plásticos 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 sanitários, lixões ou no meio 
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ambiente (Geyer et al., 2017). Em números absolutos, em 2022, com cerca de 

400 milhões de toneladas de plástico produzidas somente nesse ano, mais de 

267 milhões de toneladas foram descartadas, 103,10 milhões sendo enviadas 

para aterros, 89,99 milhões sendo destinadas para queima, e 29,6 milhões sendo 

descartadas de maneira irregular, em rios, lagos, oceanos ou solo (Houssini; Li; 

Tan, 2025). 

Em todas as condições de descarte citadas, os plásticos são colocados 

sob ação de foto-oxidação, oxidação térmica, abrasão mecânica, degradação 

química e biológica. Sob tais condições, os plásticos são fragmentados e 

particulados dando origem a corpos com diâmetro menores do que 5mm, 

conhecidos como microplásticos (Halle et al., 2017; Luo et al., 2022; Zhang et 

al., 2021a).  

2.2 MICROPLÁSTICOS E A SAÚDE 

Os microplásticos (MPs) são usualmente classificados em primários ou 

secundários com base em sua origem. MPs primários são propositalmente 

produzidos em processos fabris. Geralmente sendo utilizados como pós 

abrasivos, usados em cosméticos ou produtos de limpeza. Enquanto MPs 

secundários são microplásticos advindos do processo de degradação, 

envelhecimento e deterioração de plásticos maiores (macroplásticos) (Andrady, 

2011; Browne et al., 2007; Browne et al., 2011).  

Devido ao seu pequeno tamanho, e grande área superficial relativa, os 

MPs são geralmente considerados um risco ambiental maior do que partículas 

de plástico maiores (Cole et al., 2015). Por onde passam, os microplásticos 

carregam consigo substâncias tóxicas que foram adicionadas à sua composição 

durante sua fabricação, nomeadas de aditivos. Esses aditivos somam até 13.000 

substâncias que possuem diversas funções, sendo as principais delas modificar 

propriedades do plástico. Tais aditivos podem tornar os plásticos mais 

resistentes à radiação ultravioleta (UV) ou calor, torná-los mais macios, 

transparentes, endurecidos, ou ainda atuar como estabilizantes, corantes, 

plastificantes, retardadores de chama, sequestrantes de ácido, agentes 

antiestáticos, lubrificantes, plastificantes etc. Esses aditivos, muitas vezes 

incluem em sua composição metais, como cádmio, cromo, chumbo, mercúrio, 
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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 polímero (Hahladakis et al., 

2018; Turner et al., 2021).  

Os MPs não carregam consigo apenas aditivos tóxicos, mas também 

substâncias que são adsorvidas à sua superfície durante sua passagem no 

ambiente. Dentre essas substâncias estão metais pesados (Liu et al., 2021), 

diclorodifeniltricloroetano (DDT) (Zhang et al., 2021b), e hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos (Verla et al., 2019). Os MPs também podem carregar 

genes de resistência a antibióticos e até microrganismos patogênicos resistentes 

a antibióticos (Jaafarzadeh et al., 2024). Microplásticos também podem provocar 

aumento na taxa de transferência horizontal de genes nas regiões em que se 

encontram, podendo facilitar a transferência de genes envolvidos em 

resistências diversas (Zhao et al., 2023a). 

No que tange à saúde humana, pessoas absorvem MPs diariamente. As 

vias principais são: pela ingestão de alimentos contaminados, pela água, 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 fenômenos, hoje, se 

dão em escala tão significativa que se estima que cada ser humano ingira entre 

39.000 e 52.000 partículas, e inale outras 96.832, todos os anos (Coppock et al., 

2019; Cox et al., 2019; Vianello et al., 2019). Parte dessas partículas acumulam-

se em vários tecidos e órgãos (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 também 

fluidos corporais (Abbasi e Turner 2021; Huang et al. 2022b; Leslie et al. 2022; 

Montano et al. 2023; Ragusa et al. 2022). Partículas mais diminutas podem ser 

transportadas para a circulação sanguínea ou para o sistema linfático por 

macrófagos (Rahman et al., 2022), sendo encontradas até mesmo na placenta 

de mulheres da República Tcheca (Halfar et al. 2023), Itália (Ragusa et al. 2021), 

Alemanha (Braun et al. 2021), China (Liu et al. 2022b e 2023; Sun et al. 2024a), 

Irã (Amereh et al. 2022), Estados Unidos da América (Garcia et al. 2024; 

Weingrill et al. 2023), Canadá (Zurub et al. 2024) e Brasil (Oliveria et al., 2025).  

Evidências em modelos animais apontam que os MPs podem perdurar 

por longos períodos nos pulmões, e acumularem-se em fígado, rins e cérebro, 

gerando significativa toxicidade celular (Gaspar et al., 2023). Em casos 

extremos, MPs podem levar à perda de peso e morte (Meng et al., 2022; Wong 
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et al., 2020). Mesmo que não levem o organismo à morte, suas espécies 

químicas adsorvidas também podem provocar: disfunção do sistema endócrino, 

diabetes tipo 2, puberdade precoce, obesidade, anormalidades 

neurocomportamentais, distúrbios de crescimento, artrite, comprometimento 

neurológico, mutagênese, carcinogênese, infertilidade e até hipometilação do 

DNA (Balali et al., 2024; Domenech et al., 2023; Lithner et al. 2011). Dessa 

forma, o impacto transgeracional das alterações epigenéticas moleculares 

produzidas é capaz de afetar diversos sistemas orgânicos (Wade et al., 2024). 

2.3 MICROPLÁSTICOS COMO PROBLEMA AMBIENTAL  

Microplásticos não se apresentam como danosos apenas à saúde 

humana (Li et al., 2023), mas também afetam a vida aquática e terrestre (Blettler 

et al., 2021; Seewoo et al., 2024), não só de animais e microrganismos, mas 

também de algas e plantas (Hartmann et al., 2022; Li et al., 2020). Esses 

contaminantes são constantemente depositados no solo, e sua entrada pode 

ocorrer por diversas vias, com as principais sendo: i) o uso de filmes plásticos 

como cobertura morta para controle de crescimento e umidade (mulching) 

(Huang et al., 2020; Qi et al., 2020; Sun et al., 2020); ii) a adição de fertilizantes 

orgânicos à base de resíduos de origem urbana (Watteau et al., 2018); iii) a 

aplicação de biossólidos (van den Berg et al., 2020); iv) o aumento de 

revestimentos de fertilizantes de liberação lenta (Katsumi et al., 2021) e v) 

deposição atmosférica (Allen et al., 2019). 

A presença de tantas vias insistentes de contaminação do solo por MPs 

resulta em estimativas de que a entrada anual de plásticos, em solos agrícolas, 

esteja entre 63 - 430×103 t na Europa, 44 - 300×103 t na América do Norte, e 

potencialmente excedendo 1,3 ×106 t na China (Jian et al., 2020; Nizzetto et al., 

2016). Enquanto no Brasil, uma pesquisa, realizada em uma bacia agrícola no 

sudeste brasileiro, apontou para a presença de entre 0,039 e 405 kg/ha de 

território cultivado (Arévalo-Hernández et al., 2025), dados que, se extrapolados 

para o restante do território cultivado nacional, resultariam em números de até 

25917,76 ×103 t de plásticos, apenas em solos agrícolas brasileiros (Miranda, 

2018). 

Os resultados da presença insistente de MPs no solo podem ser diversos, 
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incluindo perturbações na composição e no desenvolvimento da comunidade 

microbiana local (Miao et al., 2019). Um exemplo seria os microplásticos de 

PEBD, que podem promover aumento do número de representantes da família 

Burkholderiaceae associadas à fixação de nitrogênio, mas diminuir a 

representatividade de Sphingomonadaceae e Xanthobacteraceae relacionadas 

à biodegradação de xenobióticos no solo (Fei et al., 2020). 

Obviamente esses impactos no solo acabam afetando suas 

funcionalidades ecológicas (Cui et al., 2024). Tais efeitos sobre a comunidade 

microbiana afeta diretamente a atividade enzimática geral do solo, bem como 

ciclagem de nutrientes (Fei et al., 2020; Huang et al., 2019; Yi et al., 2021), saúde 

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 emissões 

de gases com efeito de estufa (GEE) (Ren et al., 2020; Sun et al., 2020), 

regulação de pH e composição orgânica (Azeem et al., 2021; Sun et al., 2024b). 

Ao contrário do que se pode imaginar, essas problemáticas não 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 já citados, os microplásticos sofrem processos de deterioração, ou 

“envelhecimento”, que alteram suas propriedades físico-químicas, e por 

consequência seus impactos ambientais (Andrady, 2011; Jahnke et al., 2017; Liu 

et al., 2020b). Durante esse processo, o polímero sofre ação de diversos 

fenômenos de oxidação, seja radioativa (UV), térmica ou biológica. Gerando 

grupos oxigenados em sua superfície, que aumentam a carga superficial, a 

hidrofilicidade e a polaridade dos MPs. Essa oxidação influi diretamente em sua 

interação com poluentes ambientais (Duan et al., 2021), podendo aumentar sua 

capacidade de adsorver poluentes orgânicos, como tetraciclina e ciprofloxacina. 

Mas também íons metálicos, como cátions divalentes de cádmio, cobre e zinco 

(Johansen et al., 2019).  

Durante a deterioração dos MPs, o diâmetro médio das partículas de MPs 

é reduzido (Hidalgo-Ruz et al., 2012; Miranda-Urbina et al., 2015). À medida que 

os MPs diminuem, a soma de sua área superficial específica aumenta, o que 

também aumenta seu contato com o ambiente, e sua adsorção de poluentes. 

Essa diminuição também acelera sua fragmentação, a liberação dos poluentes 

carregados, e facilita a adesão microbiana, o que propicia a formação 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 vão se tornando mais suscetíveis à captura por 

zooplânctons marinhos (Vroom et al., 2017). O que acelera sua entrada em 

cadeias alimentares, e intensifica processos de bioacumulação não só dos MPs 

como também de seus poluentes adsorvidos. 

Esse conjunto de problemáticas talvez não fossem de tamanha 

importância se a dispersão dos MPs fosse limitada. Contudo, a todo momento 

MPs são dispersos no ambiente por correntes de água e ar, podendo ser 

encontrados em praticamente todos os compartimentos ambientais. A exemplo: 

solo, sedimentos, águas superficiais, em diversas espécies de organismos, em 

produtos alimentícios como sal, mel, água 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; Materić, Holzinger, Niemann, 2022; Mitrano, Wick, Nowack, 2021; Patti 

et al., 2020; Xu et al., 2020).  Como resultado, os MPs acabam atingindo até 

mesmo os espaços mais ermos do globo, como nos alpes e árticos (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 poluição ambiental 

por microplásticos foi reconhecida como um problema emergente no ambiente 

global (Sridharan et al., 2021), exercendo efeitos profundos na integridade do 

ecossistema, na diversidade biológica e na saúde pública (Ding et al., 2021). E 

em diversos desses ambientes contaminados, os microplásticos mais 

frequentemente encontrados são 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 polímero 

sintético de hidrocarboneto, produzido a partir da polimerização do gás etileno, 

e apresenta uma cadeia de alto peso molecular em uma estrutura de saturação 
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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 pressão 

usadas em seu processo de síntese, o PE resultante pode apresentar 

propriedades diferentes, sendo que em condições mais brandas o PEBD é 

formado, enquanto com temperaturas e pressões mais elevadas produz-se o 

polietileno de alta densidade (PEAD). Outros tipos de polietileno, de densidades 

mais intermediárias, 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 diferença entre essas duas variantes de PE (PEBD e PEAD) 

reside no nível de ramificação de suas cadeias. Enquanto PEBD apresenta maior 

número de ramificações, PEAD apresenta poucas ou nenhuma ramificação. 

Como consequência, as cadeias com menos ramificações do PEAD formam um 

empacotamento mais simétrico, unido e denso, com as cadeias construindo 

fortes interações por força de Van der Waals entre si. O resultado são cadeias 

próximas e um polímero mais denso, resistente e cristalino (Hussain et al., 2024 

e 2025; Yao et al., 2023). O PEBD, por sua vez, possui mais ramificações em 

sua cadeia, o que provoca menor simetria, menores possibilidades de interação 

e aproximação entre suas cadeias, resultando em um polímero mais maleável, 

menos denso, menos resistente, menos cristalino e com uma proporção maior 

de porções amorfas, onde as cadeias possuem menor organização (Doran et al., 

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

Figura 3 – Representação esquemática do monômero do polietileno, e da 

organização dos monômeros em seus subtipos, de alta e baixa densidade. 

 
Fonte: Adaptado de Baxter et al., 2020. 
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O PEBD, representando atualmente 13,9% da produção mundial de 

plásticos (Plastics Europe, 2025), é um material semicristalino com cor base 

branco-leitosa, translúcido ou opaco, e toque ceroso, apresentando densidades 

próximas a 0,930 a 0,935 g/cm³. Possui grande resistência a choque mecânico; 

a produtos químicos e isolamento elétrico, sendo especificamente utilizado na 

produção de filmes ou sacos, recipientes, frascos dispensadores, frascos de 

lavagem, frascos flexíveis, tubos, sacos de lixo, fios, cabos, componentes 

elétricos, caixas de baterias, peças automotivas, utensílios domésticos etc 

(Sarker et al., 2020).  

O PEAD, por sua vez, representa atualmente 12,1% da produção mundial 

de plásticos (Plastics Europe, 2025), e apresenta densidades próximas a 0,945 

a 0,965 g/cm³. Tem aspecto rígido, transparente ou branco opaco, sendo muito 

resistente a corrosão e degradação enzimática (Tao et al., 2023), sendo utilizado 

em frascos de produtos de limpeza, caixilhos de janelas, sistemas de tubulação, 

móveis, sacolas de mercado, membranas impermeabilizantes, recipientes para 

armazenamento de alimentos, brinquedos, componentes pirotécnicos, tábuas de 

corte, equipamentos médicos, recipientes de químicos, fármacos etc (Paxton et 

al., 2019; Vidakis et al., 2021).  

2.5 GERENCIAMENTO DE RESÍDUOS 

Diversas estratégias têm sido propostas para lidar com o acúmulo de 

resíduos macroplásticos, os quais dão origem a partículas menores, como 

alternativas aos aterros sanitários, ambientes nos quais esses plásticos 

permanecem expostos ao meio ambiente e, de forma gradual, originam 

microplásticos (Kabir et al., 2023).  

A reciclagem mecânica é hoje a rota mais usada, responsável por mais 

de 90% da reciclagem de plásticos em massa global (Chen et al., 2024; K. 

Ragaert et al., 2017). Seu processo demanda coleta seletiva, triagem por tipo de 

polímero e cor, lavagem, trituração, fusão e extrusão em pellets que substituem 

resina virgem (Jiang et al., 2025; Schyns et al., 2020). Sua desvantagem reside 

na mistura de plásticos diferentes e contaminações que degradam as 

propriedades mecânicas do plástico e reduzem o valor do reciclado (Schyns et 

al., 2020). Resultando na produção de polímeros de baixa qualidade (Asiandu et 
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al., 2021) e, adicionalmente, levar à geração de maiores quantidades de 

microplásticos.  

Outra abordagem é a reciclagem química, na qual o polímero é quebrado 

em moléculas menores (monômeros ou matérias‑primas petroquímicas) por 

processos como pirólise, solvólise, gasificação, hidrocraqueamento, 

hidrotratamento (Anunciato et al., 2021; Kleczkowska et al., 2022). Contudo, a 

reciclagem química necessita de alto consumo de energia (temperaturas em 

geral >400 °C em pirólise/gasificação) e necessidade de catalisadores 

sofisticados, possuindo escala industrial ainda limitada e custos elevados 

(Chanda et al., 2021). Além de estar associada à emissão de gases de efeito 

estufa e à produção de resíduos tóxicos (Thiyagarajan et al., 2022).  

A incineração, por sua vez, pode contar com a produção de energia. Mas 

também promove a liberação de grandes volumes de gases de efeito estufa, 

estimados em aproximadamente 2,8 gigatoneladas de CO₂ por ano até 2050 

(Lomwongsopon et al., 2022). Se mal controlada, a incineração de plásticos 

também pode provocar a liberação de poluentes tóxicos como dioxinas, metais 

etc. (Fu et al., 2022), exigindo sistemas caros de controle (Ajay et al., 2023). E 

muitas vezes resulta em resíduos de material não 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 biodegradação desses polímeros 

por microrganismos. Essa estratégia, diferentemente das demais, baseia-se no 

fato de que muitos componentes das maquinarias metabólicas microbianas são 

naturalmente selecionados para operar de forma eficiente sob condições 

amenas de temperatura e pressão, não exigindo dispêndio energético adicional 

para a manutenção de condições específicas. Ademais, a degradação de 

resíduos plásticos pós-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 não requer o uso de produtos químicos tóxicos 

para o processamento dos polímeros. A biodegradação é considerada por 

muitos autores uma solução sustentável (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 não promove poluições secundárias 



36 
 

 

(Moharir e Kumar, 2019). Somado a isso, a identificação de cepas com 

características satisfatórias de degradação de MP pode servir como modelo para 

o desenvolvimento de fábricas de células microbianas, por meio da aplicação da 

engenharia genética, capazes de promover a produção de alto desempenho 

dessas vias metabólicas, de maneira semelhante ao que atualmente ocorre na 

produção de combustíveis e materiais (Lee et al., 2023). 

A biodegradação de polímeros plásticos constitui uma necessidade, uma 

vez que, mesmo no cenário em que materiais biodegradáveis viessem a 

monopolizar o mercado de plásticos, ainda seriam indispensáveis estratégias 

para lidar com os plásticos inertes, não facilmente biodegradáveis, produzidos 

ao longo do último século, bem como para evitar as consequências de sua 

deposição e fragmentação em MPs, além da poluição de diversos ambientes e 

dos riscos à saúde associados a esses materiais. 

Desde a década de 1970, diversos estudos vêm sendo conduzidos com o 

objetivo de rastrear e identificar organismos capazes de degradar plásticos 

(Yang et al., 2023), tendo sido identificados, até o momento, bactérias, fungos, 

algas e até mesmo organismos macroscópicos, como insetos, capazes de 

decompor e degradar plásticos e MPs em subprodutos ecologicamente seguros 

(Amobonye et al., 2021; Chandra et al., 2020). Contudo, todos os achados de 

biodegradação de plásticos até hoje, incluindo da biodegradação do PEAD, 

atribuem tal capacidade fundamentalmente aos microrganismos (Yang et al., 

2023). 

2.6 BIODEGRADAÇÃO DO PEAD 

O PEAD possui significativa hidrofobicidade por ser inteiramente 

composto de unidades repetidas de –CH₂–CH₂–, sem nenhum grupo polar 

oxigenado (Yang et al., 2022). Tal propriedade dificulta a ação microbiana sobre 

o plástico, visto que, a maioria dos microrganismos possui uma superfície 

hidrofílica (Oliveira et al., 2025; Tribedi e Sil 2013). A hidrofobicidade do PEAD 

também dificulta o ataque enzimático em si, visto que enzimas são proteínas 

solúveis cujos sítios ativos operam em fase aquosa, precisando adsorver ao 

substrato para gerar uma reação (Zhang et al., 2022b). Assim, o PE 

naturalmente repele água e proteínas, impedindo a formação dessa interface 
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enzima–substrato (Poncin-Epaillard et al., 2012). 

Além da questão da hidrofobicidade, o PEAD apresenta grande 

prevalência de regiões cristalinas. Nessas regiões, as cadeias do PEAD estão 

densamente embaladas, paralelas e com mobilidade molecular mínima (Haider 

et al., 2020; Vozniak, Bartczak, 2022). Nessas porções a cadeia está no estado 

de menor energia, com baixo grau de liberdade e praticamente nenhuma 

superfície acessível. Sob essas condições o acesso enzimático é prejudicado, já 

que para que uma ligação 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 alcançar a superfície do PEAD, não 

há espaço para induzir distorções ou para iniciar processos oxidativos, tornando 

as ligações internas quimicamente e fisicamente inacessíveis. Dessa forma, a 

cristalinidade cria uma barreira de baixa entropia e alta estabilidade, que inibe o 

ataque enzimático e produz regiões efetivamente inertes (Wei, Zimmermann, 

2017), em qualquer porção da cadeia, com exceção de seus pontos terminais 

mais superficiais (Ammala et al., 2011; Koutny et al., 2006). 

Por esses motivos a biodegradação do PE tem início, na realidade, em 

processos abióticos. Esses processos abióticos na natureza se apresentam 

como intemperismos mecânicos e oxidativos. Processos mecânicos realizam a 

quebra inicial do PE, possibilitando a exposição de áreas mais vulneráveis da 

cadeia, e a geração de porções terminais mais acessíveis. O processo oxidativo 

mais documentado ocorre por radiação UV. Esse processo se mostra como um 

forte fator para a quebra das ligações de carbono e hidrogênio, liberação de 

radicais livres, fragilização da cadeia, e principalmente inserção de grupos 

oxigenados tais como carboxila, carbonila e hidroxila, na superfície do polímero 

(Cornell et al., 1984; Huang et al., 1990; Krupp et al., 1992; Mochizuki et 

al.,1999).  Com a inserção desses grupos oxigenados esse processo acaba 

tornando a superfície do PEAD mais hidrofílica, e por consequência mais 

suscetível ao ataque enzimático (Wu et al., 2003; Hadiyanto et al., 2022). Em 

laboratório esses processos são mimetizados, ou potencializados, geralmente 

com a exposição do PE a quebras mecânicas, fontes de calor ou, principalmente, 

à radiação UV. A esses preparos prévios do polímero, anteriores à 

biodegradação, se dá o nome de “pré-tratamento”.  
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Só então os fenômenos bióticos tomam espaço no processo. Pois após a 

adesão do microrganismo na superfície do plástico por interações hidrofóbicas, 

como ligações de Van der Waals ou eletrostática (Ammala et al., 2011), a 

formação de biofilme, se torna mais acessível graças à inserção de grupos 

oxigenados na cadeia (Arkatkar et al. 2010; Kamal e Huang 1992; Lucas et al., 

2008; Restrepo-Florez t al., 2014). Passo importante, já que o biofilme fornece 

adesão prolongada na superfície, mantendo células e enzimas em contato 

contínuo com o polímero, o que aumenta a probabilidade de ataque oxidativo 

localizado e propicia o enriquecimento desse biofilme com biossurfactantes.  

Os biossurfactantes são moléculas anfifílicas que atuam de forma a 

auxiliar na adaptação à hidrofobicidade do polímero. Como moléculas anfifílicas, 

parte dos biossurfactantes se ancora no PEAD, enquanto sua porção hidrofílica 

interage com a água e com proteínas, reduzindo a energia interfacial e tornando 

a superfície ainda mais hidrofílica, e suscetível a enzimas (Liu et al., 2025). Em 

conjunto, biofilme e biossurfactantes superam parcialmente a repulsão 

hidrofóbica e a falta de interação do PEAD, criando pontos de contato onde a 

oxidação e a quebra da cadeia podem começar. 

Nesse estágio as enzimas possuem papel fundamental. Entre as enzimas 

frequentemente associadas à degradação de PEAD, na literatura, estão as 

Laccases, produzidas principalmente por fungos ligninolíticos como Trametes 

versicolor, Bjerkandera adusta, Pleurotus ostreatus, e por bactérias do gênero 

Acinetobacter, Rhodococcus, e Bacillus, descritas com capacidade de realizar a 

oxidação da superfície 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 são as manganês peroxidase e lignina peroxidase, 

produzidas pelos fungos Phanerochaete chrysosporium, e diversas espécies do 

gênero Pleurotus, capazes de realizar a oxidação de ligações C–C semelhantes 

às 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 geração de radicais oxidativos (Temporiti et al., 2022). E por fim as 

Alcana-hidroxilases, principalmente as pertencentes à família AlkB, mas também 
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monooxigenases P450, produzidas usualmente por bactérias dos gêneros 

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 oxidação, e da clivagem das ligações carbono–

carbono das cadeias do PEAD, possibilitam a despolimerização em fragmentos 

moleculares menores (Ammala et al., 2011; Jeon et al., 2021; Koutny et al., 2006; 

Wilkes e Aristilde, 2017). Após quebras enzimáticas há formação de ácidos 

carboxílicos ou hidrocarboxílicos, ésteres, bem como aldeídos e álcoois, e 

posteriormente oligômeros de n-alcanos (Ammala et al., 2011; Zadjelovic et al., 

2022).  

Após isso ocorre a bioassimilação, etapa na qual bactérias ou fungos 

absorvem e interiorizam pequenos fragmentos de hidrocarbonetos gerados pela 

biofragmentação no interior celular. Esse processo é aparentemente restrito a 

moléculas de massa entre 850 e 1500 Da (Chiellini et al., 2003; Eyheraguibel et 

al., 2017; Kawai et al., 2004). Finalmente então ocorre a mineralização, quando 

as estirpes assimilam e metabolizam os produtos da oxidação para a geração de 

energia e síntese de biomassa. O que ocorre por meio do ciclo do ácido 

tricarboxílico, e que culmina na biodegradação do polietileno em seu último 

estado, terminando com a formação de CO₂ e H₂O (Li et al., 2019; Wilkes e 

Aristilde, 2017; Zadjelovic et al., 2022). A mineralização também pode culminar 

na produção de dióxido de carbono, água e metano durante a biodegradação 

anaeróbica (García-Depraect et al., 2021). Ou ainda em substâncias com valor 

agregado (Pérez-García et al., 2025). 

A biodegradação aeróbica geralmente tem lugar em solos e ambientes 

aquáticos, podendo ser realizada tanto por fungos quanto por bactérias, 

enquanto a biodegradação anaeróbica ocorre em aterros sanitários e 

sedimentos (Revie, Uhlig 2000; Sangale et al. 2012), sendo restrita às 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 microplásticos de PEAD em 21,81% em apenas 8 

dias, em caldo nutriente suplementado com partículas de PEAD (Newrick et al., 

2025); A cepa Klebsiella pneumoniae CH001 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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plástico (Awasthi et al., 2017); E outros consórcios bacterianos listados na 

Tabela 1. 

 

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

biodegradação de PEAD, e suas metodologias. 

 
Fonte: O próprio autor. 

2.7 OBSTÁCULOS DA PADRONIZAÇÃO DA BIODEGRADAÇÃO  

Contudo, a biodegradação sofre atualmente com uma série de obstáculos, 

que dificultam com que a técnica se estabeleça como uma robusta via de 

resolução na problemática dos resíduos plásticos.  

 A literatura sobre a degradação de polietileno apresenta inconsistências 

que dificultam a comparação entre estudos. Montazer, Najaf e Levin (2020) 

argumentam que, embora muitos trabalhos reportem uma suposta degradação, 

a evidência conclusiva de biodegradação completa permanece vaga. A ausência 

de definições e métodos precisos exigem uma distinção entre fenômenos 

superficiais e a quebra real do polímero. Algumas revisões alertam que, em 

muitos casos relatados na literatura, o crescimento observado pode resultar do 

consumo de aditivos plastificantes lixiviados e não da matriz polimérica em si, 
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exigindo cautela na atribuição de competência degradativa baseada apenas em 

isolamento ou perda de massa (Montazer; Najaf; Levin, 2020; Restrepo-Flórez 

et al., 2014). 

Segundo Montazer, Najaf e Levin (2020), a eliminação efetiva do poluente 

só é comprovada pela quantificação da conversão do carbono polimérico em 

biomassa microbiana e gases como CO2 (em condições aeróbias) ou CH4 (em 

condições anaeróbias). Para superar as inconsistências metodológicas de 

análise, revisões de Gao et al (2024) e Montazer, Najaf e Levin (2020) 

estabelecem que a comprovação da biodegradação exige uma abordagem que 

analise vários parâmetros, abandonando métodos isolados, como apenas gas 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS), fourier transform infrared 

spectroscopy (FT-IR), microscopia Raman, ou microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). Nesse contexto, algumas técnicas se destacam, como o 

rastreio isotópico (¹³C) que usa de polímeros marcados para distinguir com 

precisão o CO₂ derivado do polímero daquele proveniente da respiração basal 

do solo ou de impurezas orgânicas; a detecção de ¹³CO₂ confirma, portanto, que 

o carbono da estrutura polimérica foi efetivamente metabolizado (Montazer, 

Najaf, Levin, 2020; Zumstein et al., 2018) 

Também não são todos os estudos que utilizam das mesmas condições 

de cultivo. Como no caso da temperatura, e composição de meio, carga 

microbiana, pontos que alteram fortemente cinética de mineralização em testes 

padronizados com polímeros solúveis (McDonough et al., 2023; Menzies et al., 

2022). A padronização de um único tipo de substrato também não ocorre, mesmo 

entre os estudos que trabalham com a degradação de um mesmo tipo de 

plástico. De forma que frequentemente são utilizadas beads, filmes, 

microplásticos, e até mesmo sacolas, muitas vezes sem nenhuma descrição dos 

aditivos ali presentes (Ghatge et al., 2020; Martínez et al., 2021). A adição de 

materiais aos meios microbianos para melhorar a dispersibilidade do polietileno 

pode, por vezes indicar a adição não intencional de uma nova fonte de carbono. 

Exemplos incluem agentes como EDTA, óleo mineral, Triton-X100, Tween 60 e 

Tween 80 (Montazer et al., 2020). Além disso, nem sempre há controle sem 

microrganismos nesses experimentos, controle com aditivos/solventes isolados 

ou com polímero sem pré‑tratamento (Ghatge et al., 2020; Montazer et al., 2020) 

Sob essas condições, muitos ensaios alegam “crescimento com PEAD 
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como única fonte de C”, ou “zonas de clareamento”. Resultados que, sem 

atenção à pureza do PEAD utilizado, podem refletir apenas consumo de 

impurezas, aditivos ou surfactantes, e não necessariamente do polímero. 

Fatores que prejudicam que uma metodologia, ou até mesmo um meio de cultivo, 

seja padronizado para a experimentação.  

Em conjunto, a literatura analisada evidencia que a degradação 

microbiana do polietileno de alta densidade, embora amplamente investigada, 

ainda carece de rigor conceitual e metodológico que permita afirmar, de forma 

inequívoca, a ocorrência de biodegradação efetiva, ou em grande escala. A 

recorrente confusão entre biodeterioração superficial, consumo de aditivos e 

quebra real da cadeia polimérica tem levado a interpretações superestimadas, 

reforçando a necessidade de critérios claros para diferenciar colonização, 

modificação física e mineralização do polímero, bem como tem desviado 

pesquisadores de uma padronização efetiva para métodos de prospecção de 

bactérias e fungos com capacidade de degradar o polietileno de alta densidade. 

      Diante do exposto, observa-se que, embora existam avanços nos 

estudos abordando microrganismos associados à deterioração, e possível 

biodegradação de plásticos, ainda há dificuldades práticas e metodológicas 

relacionadas à prospecção, ao isolamento seletivo e à triagem inicial de bactérias 

com potencial de interagir com o (PEAD). Especialmente considerando a baixa 

biodisponibilidade e alta recalcitrância do PEAD. Nesse sentido, este estudo 

busca contribuir de forma pontual para essa área ao propor e testar meios de 

cultivo e estratégias de bioprospecção voltadas ao isolamento de 

microrganismos com potencial de utilizar o PEAD como fonte exclusiva de 

carbono, utilizando Pleurotus ostreatus como modelo para orientar a seleção e 

o enriquecimento microbiano. Além disso, avaliar os pools obtidos por 

metodologias baseadas na formação de halos claros em poços, com o intuito de 

utilizar de uma base experimental, e reprodutível, para seleção de isolados com 

potencial de degradar PEAD. Buscando oferecer suporte para trabalhos 

posteriores que aprofundem a caracterização e a descrição do potencial de 

biodegradação de PEAD desses microrganismos. 
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3. OBJETIVO GERAL 

Desenvolver métodos para prospecção de bactérias de solo com potencial 

de crescimento em meio enriquecido com polietileno de alta densidade. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Formular meios de cultivo para isolamento de microrganismos com 

capacidade de crescimento em meio enriquecido com PEAD utilizando P. 

ostreatus como modelo; 

 Desenvolver métodos de bioprospecção de bactérias com potencial de 

crescimento em meio enriquecido com PEAD; 

 Avaliar pools obtidos pelos métodos de bioprospecção em meio formulado 

pela metodologia de formação de halos claros em poços de difusão. 
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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 frutificação 

comercializados na cidade de Guarapuava-Paraná, e foram cedidos para o 

presente estudo pelo Prof. Dr. Luciano Aparecido Panagio, do Laboratório de 

Micologia Médica e Microbiologia Bucal da Universidade Estadual de Londrina 

(UEL). O cultivo e manutenção do fungo ocorreu em placas de Petri esterilizadas 

contendo ágar Sabouraud (SDA) (Sigma-Aldrich), sendo incubadas em estufa 

BOD (Biochemical Oxygen Demand) (SS Scientific) a 28°C. Sua preservação se 

deu por repiques sucessivos, e as culturas em meio solidificado foram mantidas 

sob refrigeração a 4 ºC.  

4.1.1.2 Fontes de carbono 

 As fontes de carbono utilizadas na formulação dos meios de cultivo para 

os testes  com o fungo Pleurotus ostreatus foram i) PEAD em pó de com 34 a 50 

μm de diâmetro, e superfície modificada para conter grupos ácidos e hidroxila, 

sem aditivos, obtido pela Sigma-Aldrich® sob o número 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 μm); iii) óleo mineral MultiLab®; iv) 

Tween80®, sob o número CAS 9005-65-6; v) ágar bacteriológico e vi) agarose E. 

4.1.1.3 Formulação dos meios com diferentes fontes de carbono 

Os meios de cultivo formulados continham diferentes fontes de carbono, 

bem como diferentes combinações dessas. Uma formulação de meio sal mineral 

mínimo 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 

os outros meios. Assim, a fórmula do Meio Zero contém os seguintes 

componentes para um volume final de   1000 ml de água destilada: (NH₄)₂SO₄ 

(1g), K₂HPO₄ (1g), MgSO₄·7H₂O (0,2g), KCl (0,15g), FeSO₄·7H₂O 

(0,0010692g), ZnSO₄·7H₂O (0,001g), e MnSO₄·H₂O (0,0011193g). Essa base 

foi formulada de forma semelhante aos meios mínimos 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 Avaliação do crescimento de P. ostreatus em meios com diferentes 

fontes de carbono 

Todos os meios formulados foram testados com inóculos de P. ostreatus, 

e as culturas foram incubadas a 28 oC Para minimizar a influência da nutrição 

prévia do fungo em meio Sabouraud, todos os inóculos fúngicos foram 

previamente cultivados em Meio Zero, por três repiques sucessivos. Para os 

ensaios nos diferentes meios contendo as fontes de carbono, os seguintes 

parâmetros foram avaliados: i) capacidade do meio de sustentar crescimento 

fúngico; ii) homogeneidade das partículas de PEAD no meio (quando aplicado); 

iii) presença ou ausência de halos claros ao redor do fungo após 9 dias de 

incubação; iv) densidade do micélio sobre os meios após 12 dias de incubação; 

v) número de dias de incubação necessários para que o fungo atingisse a borda 

das placas em cada formulação. Os resultados permitiram a escolha do uso da 

formulação “MP1 Ágar” para os testes seguintes, pelos caráteres de 

homogeneidade de partículas de PEAD e restrição de outras fontes de carbono. 

4.1.2 Prospecção de Bactérias com Potencial de Degradar PEAD 

 

4.1.2.1 Amostragem de solos ricos em resíduos plásticos 

 

Amostras de solo rico em resíduos plásticos foram obtidas de duas sedes 

de uma mesma cooperativa de reciclagem da região de Londrina-Paraná, 
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localizadas em coordenadas próximas a “-23.2944272, -51.1491003” e 

“23.3151189, -51.2145586”. As amostras foram coletadas em 10 pontos 

diferentes, com no mínimo 10 metros de distância entre si, e a 10 cm de 

profundidade em relação à superfície do solo.  As condições meteorológicas dos 

setes dias anteriores à coleta, bem como as condições no período da coleta, 

foram registradas. Os pontos também foram analisados de forma subjetiva com 

relação a sombreamento, umidade, aeração, e composição dos resíduos 

depositados no solo. 

 

4.1.2.2 Prospecção de pools bacterianos de amostras de solos ricos em 

resíduos plásticos 

 Foram realizadas três metodologias de prospecção 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 prospecção (Figura 4a), porções 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 à salina na proporção 

de 10% (m/v). A suspensão resultante permaneceu por 1 hora sob agitação de 

180 rpm. Em seguida, 1 ml do sobrenadante de cada suspensão foi submetido à 

uma diluição seriada (razão 10). As diluições de 10-1 até 10-5 foram semeadas em 

MP1 Ágar. As placas foram incubadas a 28ºC em B.O.D por até 30 dias, e 

observadas periodicamente, a cada 12 horas, para visualização de colônias de 

morfologias distintas em relação a: i) aspecto de borda; ii) cor; iii) opacidade; iv) 

refringência; v) elevação; e vi) aspecto de crescimento. As colônias de morfologias 

distintas foram inoculadas tanto em placas de meio Ágar Nutriente quanto em 

placas de meio MP1 Ágar. As colônias crescidas em Ágar Nutriente foram 

armazenadas em Caldo Nutriente a -80ºC, enquanto as colônias crescidas em 

MP1 Ágar foram armazenadas em meio MP1 a -80ºC. Todos os meios utilizados 

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

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

sobrenadante da suspensão salina de solo de cada amostra foi utilizada para 
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inocular erlenmeyers contendo MP1 líquido na proporção de 10% v/v. As 

repetições de MP1 líquido inoculadas foram incubadas em agitador a 28ºC, sob 

agitação de 180 rpm, pelo período de 7 dias. Posteriormente, 1ml da solução 

homogeneizada de cada repetição foi utilizado para uma diluição seriada em 

salina (0,85%). As diluições 10-1 até 10-5 foram semeadas tanto em placas 

contendo Ágar Nutriente quanto em placas com meio MP1 Ágar. As placas foram 

incubadas a 28ºC em B.O.D por até 30 dias, sendo observadas periodicamente a 

cada 12 horas para isolamento de colônias de morfologias distintas. As colônias 

de morfologias distintas crescidas em Ágar Nutriente foram isoladas em Ágar 

Nutriente, e posteriormente armazenadas em Caldo Nutriente a -80ºC. Enquanto 

as colônias crescidas em MP1 Ágar foram isoladas em MP1 Ágar, e 

posteriormente armazenadas em meio MP1 a -80ºC. 

 Na terceira metodologia de prospecção (Figura 4c), a suspensão 

inicial de solo, de seis amostras de solo, foi enriquecida com 1g de PEAD em pó 

(34-50 µm). A suspensão resultante foi incubada em agitador sob temperatura 

oscilando entre 28ºC e 35ºC, com agitação de 180 rpm, pelo período de 30 dias. 

Após esse período, 1 ml da suspensão homogeneizada de cada repetição foi 

utilizado para uma diluição seriada em salina (0,85%). As diluições de 10-1 até 10-

5 foram semeadas tanto em placas de meio Ágar Nutriente quanto em placas de 

meio MP1 Ágar, sendo observadas periodicamente a cada 12 horas para 

isolamento de colônias de morfologias distintas em Ágar Nutriente. As colônias de 

morfologias distintas advindas de plaqueamento inicial em Ágar Nutriente foram 

armazenadas em meio Caldo Nutriente a -80ºC. Enquanto colônias de morfologias 

distintas advindas de plaqueamento inicial em MP1 Ágar foram armazenadas em 

MP1 a -80ºC
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Figura 4 – Representação esquemática das diferentes metodologias de 

prospecção empregadas no estudo. 

  
Fonte: O próprio autor. – Polietileno de alta densidade (PEAD), ágar nutriente (NA), MP1 (MP), 

caldo nutriente (CN). 
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4.1.2.3 Formação de halo em metodologia de poços de difusão 

 Foram selecionados 20 pools bacterianos, provenientes das 

bioprospecções realizadas a partir das amostras de solo coletadas, para testes 

de formação de halos em poços de difusão. Os critérios para a seleção dos pools 

foram: i) capacidade de formação de muco de aspecto iridescente; ii) capacidade 

de promover erosão do ágar. Os pools selecionados foram inoculados em poços 

confeccionados nos diferentes meios de cultivo, que continham, ou não, PEAD 

como única fonte de carbono. As culturas foram incubadas a 28 ºC por até 40 

dias. As culturas foram avaliadas a cada 5 dias para verificar a formação de halos 

claros ao redor dos poços, um indicativo de possível degradação de PEAD. O 

pool de fenótipo positivo para a formação de halos claros em diferentes meios 

teve seus integrantes isolados. Esses isolados foram testados isoladamente 

quanto ao mesmo fenótipo. 

4.1.2.4 Seleção e caracterização inicial de isolados 

Os isolados resultantes da metodologia anterior foram corados pela 

coloração de Gram. Após isso foram sucessivamente semeados em MP2 

Agarose, e incubados a 28ºC pelo período de 7 dias. Os isolados resultantes 

desse processo foram inoculados em meio “Columbia CNA Agar” (CNA), 

MacConkey e Meio Zero Agarose, sendo incubados a 28ºC pelos períodos de 

24 horas, 24 horas, e 7 dias, respectivamente. Após esses períodos, as placas 

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

 

5.1 PLEUROTUS OSTREATUS 

 

5.1.1 Formulação dos Meios com Diferentes Fontes de Carbono 

A formulação de meios de cultivo contendo diferentes fontes de carbono, 

bem como combinações dessas fontes, resultou na formulação de 11 meios de 

cultivo, cujas composições estão descritas na Tabela 2.  

Diversos estudos voltados à prospecção de bactérias com potencial de 

degradar PEAD utilizam formulações próprias, ou semelhantes às de outros 

estudos, para a realização 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 verificação da 

capacidade de degradação de diferentes cepas (Martinez-Delgado et al., 2024; 

Mok et al., 2019; Gupta et al., 2023). A composição desses meios comumente 

conta com uma união de sais, que são responsáveis por suprir as necessidades 

microbianas básicas no que diz respeito a síntese de proteínas, formação de ATP 

e fornecimento de cofatores (Huang et al., 2022a; Madigan et al., 2016). Neste 

estudo, os meios mínimos suplementados com PEAD, também foram acrescidos 

de óleo mineral ou Tween80®.   
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Tabela 2 – Composição das diferentes formulações de meios utilizados nos experimentos. 

Coluna1 Meio Zero 
(M0) MP1 MP2 Meio Óleo 

Meio 
PEADf        
+ Tw + 
Óleo 

Meio 
PEADf       
+ Tw 

Meio 
PEADf       
+ Óleo 

Meio 
PEADm       

+ Tw 

Meio 
PEADm      
+ Óleo 

(NH₄ )₂ SO₄  1g 1g 2g 1g 1g 1g 1g 1g 1g 
K₂ HPO₄  1g 1g 1,8g 1g 1g 1g 1g 1g 1g 
KH₂ PO₄  - - 1,2g - - - - - - 
MgSO₄ ·7H₂ O 0,2g 0,2g 0,5g 0,2g 0,2g 0,2g 0,2g 0,2g 0,2g 
KCl 0,15g 0,15g - 0,15g 0,15g 0,15g 0,15g 0,15g 0,15g 
CaCl₂ ·2H₂ O   0,1g 0,1g 0,1g 0,1g 0,1g 0,1g 0,1g 0,1g 
FeSO₄ ·7H₂ O 0,0010692g 0,0010692g 0,005g 0,0010692g 0,0010692g 0,0010692g 0,0010692g 0,0010692g 0,0010692g 
ZnSO₄ ·7H₂ O 0,001g 0,001g 0,001g 0,001g 0,001g 0,001g 0,001g 0,001g 0,001g 
MnSO₄ ·H₂ O 0,0011193g 0,0011193g 0,001g 0,0011193g 0,0011193g 0,0011193g 0,0011193g 0,0011193g 0,0011193g 
CuSO₄ ·5H₂ O - - 0,0007g - - - - - - 
CoSO₄ ·5H₂ O - - 0,00035g - - - - - - 
NiSO₄ ·7H₂ O - - 0,00035g - - - - - - 
Na₂ MoO₄ ·2H₂ O - - 0,00007g - - - - - - 
PEAD (≤250µm) - - - - - - - 1g 1g 
PEAD (34-50µm) - 1g 1g - 1g 1g 1g - - 
Óleo Mineral - - - 1ml 1ml - 1ml - 1ml 
Tween80 - - - - 1ml 1ml - 1ml - 
H₂ O 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml 

Fonte: O próprio autor. – “PEADf” para PEAD (34-50µm), “PEADm” para PEAD (≤250µm). “Tw” para Tween80. 
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O óleo mineral é usualmente empregado com o objetivo de melhorar as 

interações do PE com a superfície bacteriana, aumentando a colonização da 

superfície do PE, formação de biofilme, e degradação (Tribedi et al., 2013). Mas 

também pode servir como fonte de carbono análoga a diversos tipos de PE, devido 

à composição semelhante de suas cadeias de n-alcanos (Montazer et al., 2020). 

No que tange ao uso do óleo mineral em técnicas de bioprospecção de isolados 

com potencial de degradar PEAD, tais propriedades apresentam utilidade limitada. 

Isso porque o óleo mineral, ao auxiliar na degradação de PE, poderia, em teoria, 

poderia proporcionar uma seleção mais ágil de isolados com potencial de 

degradação de PEAD, visto que acelera a biodegradação de PE em diversos 

cenários (Gilan et al., 2004; Sarker et al., 2020). Contudo, o óleo mineral também 

pode ser utilizado como fonte de carbono, o que reduziria o caráter seletivo do 

meio. Da mesma forma, não foram encontrados estudos anteriores que 

utilizassem óleo na formulação de meios solidificados contendo PEAD, ou 

qualquer forma de PE.  

Outro aditivo, o Tween80, também é biodegradável (Gofstein et al., 2020). 

Mas, diferentemente do óleo mineral, sua composição não possui semelhanças 

relevantes com as cadeias do PEAD. O Tween é adicionado aos meios mínimos, 

costumeiramente, com o intuito de melhorar a colonização, bem como a aderência 

de microrganismos ao LDPE (DSouza et al, 2021). Contudo, poucos estudos 

compararam os reais efeitos da adição de Tween na biodegradação de polietileno, 

comparando eficiência de biodegradação do LDPE na presença e na ausência de 

Tween80 (Belabbas et al., 2025; DSouza et al, 2021; Sarker et al., 2020; Tribedi et 

al., 2013). Também não foram encontrados estudos que realizassem tal 

comparação com PEAD. Dos estudos com LDPE, parte conclui que a adição de 

Tween80 é deletéria à degradação, diminuindo seu rendimento e a adesão 

bacteriana ao LDPE (Sarker et al., 2020; Tribedi et al., 2013), mas não citam a 

concentração usada do surfactante. Por outro lado, outro estudo, usando 

Tween80 na concentração de 1%, conclui que o efeito do surfactante sobre o 

rendimento da biodegradação de LDPE é insignificante (DSouza et al, 2021). 

Enquanto Belabbas et al. (2025), usando 0,5%, conclui que a adição do 

surfactante potencializou a biodegradação de LDPE. Em síntese, não foram 

encontrados na literatura testes de biodegradação de PEAD usando Tween80 na 

mesma formulação. 
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5.1.2 Avaliação do Crescimento de P. ostreatus em Meios com Diferentes 

Fontes de Carbono 

As formulações nas quais o fungo P. ostreatus foi inoculado apresentaram 

diferentes aspectos em relação aos parâmetros avaliados. Na Tabela 3 

encontram-se compilados os resultados dessas avaliações. A escala de 

diferentes níveis de homogeneidade das partículas de PEAD nos meios 

solidificados testados, bem como a escala de diferentes níveis de densidade de 

micélio se encontram na Figura 5. 

 

Figura 5 – Representação ilustrativa da escala de homogeneidade de 

partículas de PEAD em meio solidificado medida em cruzes (a), e da escala de 

densidade micelial com níveis de 1 a 10 (b). 

 
Fonte: O próprio autor. 
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Tabela 3 – Avaliação do crescimento de P. ostreatus em meios com diferentes fontes de carbono 

Meio de Cultivo Fontes de 
 Carbono 

Homogeneidade 
do PEAD em Meio 

Halo de  
Zona Clara 

Densidade do 
Micélio 

Dias para atingir a 
borda das placas 

Meio Óleo Óleo Mineral 
0,1% v/v NA Ausente 10 7 

Meio PEADf + 
Tween 

PEADf  0,1% m/v 
Tween80 0,1% v/v 

 
+++++ Ausente 6 9 

Meio PEADf + 
Tween+ Óleo 

PEADf  0,1% m/v 
Tween80 0,1% v/v 
Óleo Mineral 0,1% 

v/v 

 
++++ Ausente 5 9 

Meio PEADf + Óleo 
PEADf  0,1% m/v 
Óleo Mineral 0,1% 

v/v 

 
+++ Ausente 10 8 

Meio PEADm + 
Tween 

PEADm  0,1% m/v 
Tween80 0,1% v/v 

 
++ Ausente 1 9 

Meio PEADm + Óleo 
PEADm  0,1% m/v 
Óleo Mineral 0,1% 

v/v 

 
+ Ausente 9 9 

Meio Zero Ágar NA NA Ausente 5 9 

Meio Zero Agarose NA NA Ausente 6 10 

MP1 Ágar PEADf 0,1% m/v +++++ Ausente 4 9 

MP1 Agarose PEADf  0,1% m/v 
 

+++++ Ausente 2 >15 

Fonte: O próprio autor. – “PEADf” para PEAD (34-50µm), “PEADm” para PEAD (≤250µm). “NA” para situações nas quais a avaliação não 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 acessíveis 

promovem crescimento mais rápido de hifas de P. ostreatus (Othman et al., 2019). 

Enquanto fontes de carbono mais recalcitrantes, que exigem maior aporte 

enzimático do fungo sobre o substrato, promovem crescimento mais lento, bem 

como colonização 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 referência para comparação 

entre as diferentes cinéticas de colonização do fungo nos diferentes meios. Tal 

critério é comumente utilizado em outras metodologias que avaliaram cinética de 

crescimento do fungo P. ostreatus, como o estudo de Abdalla et al. (2025). 

Em relação à densidade micelial do fungo, atualmente entende-se que 

sinais como: hifas mais finas, menor número de ramificações e menor densidade 

micelial, estão intimamente relacionados ao uso de fontes de carbono mais 

recalcitrantes pelo fungo (Hòa et al., 2015; Maseko et al., 2024). Enquanto fontes 

de carbono mais acessíveis provocam maior densidade micelial, maior número de 

ramificações, e hifas mais calibrosas (Hòa et al., 2015; Maseko et al., 2024). 

Por outro lado, substratos que usam misturas de fontes de carbono mais e 

menos acessíveis, ao fungo P. ostreatus, contam com padrões de crescimento 

desiguais em relação a densidade micelial, com maior crescimento em regiões 

com mais fácil assimilação de carbono. Como demonstrado no estudo de 

Melanouri et al. (2021), utilizando uma mistura de palha, farelo e grãos. 

No que diz respeito ao uso de diferentes formas de PE como fonte de 

carbono por P. ostreatus, observa-se que quando o plástico é a única fonte de 

carbono, P. ostreatus tende a reduzir a exploração e concentrar o crescimento 

onde consegue aderir e oxidar melhor a superfície, resultando em um padrão mais 

localizado (Gómez-Méndez et al., 2018). Isso porque, como o PE se apresenta 

como uma fonte de carbono recalcitrante, e pouco energética, o micélio possui 

recursos limitados para manter um crescimento exploratório amplo. Tendendo a 

investir em biofilme denso e produção local de lacase/lignina 

peroxidase/manganês peroxidase sobre a área aderida (da Luz et al., 2014). 

Contudo, isso parece não ocorrer caso o fungo não tenha acesso, anteriormente, 

a outra fonte de carbono mais acessível. Isso porque, sem que o fungo possua 
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reservas energéticas suficientes para sustentar um pesado metabolismo 

enzimático do PE, usufruir do PE como fonte de carbono e energia se torna 

improvável (Gómez-Méndez et al., 2018). 

Sabendo disso, os resultados que apontam para uma maior densidade 

micelial do fungo no meio “PEADf + Tween” em relação ao meio “MP1 Ágar”, 

conduzem a três interpretações, em relação à presença do Tween: i) o composto 

facilita o uso do PEAD pelo fungo ao agir como surfactante, mediando a 

hidrofobicidade do PEAD com a hidrofilicidade das hifas fúngicas; ii) o composto 

atua como fonte inicial de carbono mais acessível; iii) o composto atua como 

única fonte de carbono, quando presente junto de PEAD.  

Caso o Tween80 estivesse agindo como única fonte de carbono do fungo 

no meio de cultura, uma formulação que contivesse o PEAD em condições em 

um formato menos acessível teria resultados muito semelhantes às repetições 

nas quais o PEAD está mais acessível. No entanto, ao testar a formulação 

“PEADm + Tween”, que fazia uso de PEAD com maior gramatura e maior 

hidrofobicidade, foi observada a menor densidade micelial dentre as diferentes 

formulações testadas. O que sugere que o Tween 80 proporcionou melhor uso 

do PEAD pelo fungo, por sua ação surfactante, ou por sua ação como fonte de 

carbono inicial mais acessível.  

Em relação à homogeneidade das partículas de PEAD no meio 

solidificado, a presença do Tween 80, em todas as formulações, foi 

acompanhada de maior homogeneidade de PEAD, em relação às formulações 

sem Tween 80. Resultados compatíveis com Yen et al., 2021, que utilizou Tween 

80 para aumentar a distribuição de nanopartículas hidrofóbicas em um meio 

solidificado.   

No que tange à adição de óleo mineral nas formulações, observa-se que 

em todas as formulações em que foi adicionado, houve um pior rendimento em 

relação à homogeneidade das partículas de PEAD em meio solidificado. 

Resultados compatíveis com os obtidos por Li et al. (2023), onde a adição do 

óleo mineral, em meios aquosos, resulta na formação de gotículas de óleo 

carregando partículas aderidas a si. Comportamento semelhante ao observado 

no uso das formulações contendo PEAD e óleo mineral, sendo obtidas 

concentrações de PEAD esparsas, aleatoriamente distribuídas, tanto no meio 

solidificado antes e após sua solidificação. 
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Sobre os resultados que comparam o crescimento fúngico nos meios 

“Óleo”, “PEADf + Óleo”, “PEADm + Óleo” e “MP1 Ágar”. Observa-se um 

crescimento mais acelerado e com maior densidade nos meios que contém 

PEAD e óleo mineral, em comparação com aquele que contém somente PEAD. 

Esses resultados sugerem que a presença do óleo mineral nas formulações 

permite melhor crescimento fúngico pelos mesmos mecanismos sugeridos na 

presença de Tween.  

Caso o óleo mineral atuasse apenas como única fonte de carbono, seria 

esperado um perfil mais homogêneo de crescimento em todas as formulações 

com concentrações similares desse aditivo. Por outro lado, o meio contendo 

apenas PEAD (isento de óleo) deveria apresentar reduções drásticas na 

velocidade e densidade de crescimento. No entanto, as variações observadas 

nessas características entre as diferentes formulações suplementadas com óleo 

mineral, sugerem que nas formulações suplementadas e com PEAD presente, o 

óleo mineral não seria a única fonte de carbono utilizada. 

Caso o óleo mineral fosse utilizado pelo fungo como a principal, mas não 

única, fonte de carbono, e tornasse o PEAD mais acessível, enquanto o PEAD 

tornasse menos favorável o uso do óleo mineral, os resultados mostrariam o 

seguinte padrão: i) quando o óleo mineral fosse a única fonte de carbono 

presente o desenvolvimento do fungo teria os parâmetros “velocidade e 

densidade” mais elevados; ii) quando o óleo mineral fosse presente junto de uma 

fonte mais acessível de PEAD (PEADf), os mesmos parâmetros seriam maiores 

em relação a uma formulação na qual o óleo é acrescido a uma formulação com 

PEAD menos acessível (PEADm); iii) quando o PEAD fosse a única fonte de 

carbono disponível na formulação os parâmetros observados seriam os 

menores, dentre aqueles obtidos em outras formulações. Padrão compatível 

com os resultados apresentados nos experimentos.  

Os resultados descritos também são compatíveis com a literatura. 

Wang et al. (2025) descrevem como, mesmo em condições nas quais 

microrganismos se encontram na presença de fontes mais acessíveis de 

carbono, o PEAD pode reduzir a assimilação dessas fontes de carbono ao 

adsorvê-las em sua superfície, principalmente quando se tratam de poluentes 

hidrofóbicos. Enquanto a revisão de Montazer et al. (2020) mostra que múltiplas 

fontes de carbono proporcionadas a microrganismos degradadores de formas de 
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PE reduzem a otimização da utilização de uma única fonte de carbono.  

A comparação dos resultados de velocidade e densidade de crescimento 

mais expressivos em “MP1 Ágar” do que em “Meio Zero Ágar”, sugerem que, 

mesmo sem nenhum aditivo (como Tween80 ou óleo mineral), houve uso do 

PEAD como fonte de carbono por P. ostreatus na formulação contendo Ágar e 

PEAD. Esses resultados, contudo, não podem ser comparados diretamente com 

a literatura, visto que P. ostreatus usualmente não é cultivado com PEAD como 

única fonte de carbono, e sim adicionado a outros substratos (Castillo-Toro et 

al., 2021; Moreno-Bayona et al., 2019).  

Em outro aspecto, o padrão observado, no qual obteve-se maior 

densidade micelial, e velocidade de crescimento, em formulações contendo ágar 

em comparação com àquelas 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 ágar oferecem 

mais pontos de ataque para essas enzimas do que a agarose altamente regular, 

facilitando a liberação de açúcares assimiláveis, que poderiam suprir um melhor 

desempenho de crescimento de fungos filamentosos marinhos. Contudo, ágar 

microbiológico também conta com sais minerais, sulfatos, proteínas 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 formulação 

“Meio PEADf + Tween+ Óleo” menor do que as obtidas nas formulações “Meio 

Óleo”, “Meio PEADf + Óleo” e “Meio PEADf + Tween”, sugerem que a presença 

de três, ou mais, fontes de carbono distintas podem ter reduzido a utilização de 

qualquer uma delas pelo fungo, semelhante aos padrões 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 acessíveis e energeticamente vantajosas, as recalcitrantes continuam 

sendo utilizadas por P. ostreatus. 

A homogeneidade de partículas de PEAD obtida em “Meio PEADf + 

Tween+ Óleo” foi maior do que a obtida em “Meio PEADf + Óleo”, mas menor do 

que a obtida em “Meio PEADf + Tween”. O que sugere que, nessas condições, 

houve a soma de diferentes potenciais de homogeneização das partículas de 

PEAD no meio, advindas de Tween80 e óleo mineral, resultando em uma 
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homogeneidade alta, mas tendendo a desempenhos intermediários de dispersão 

homogênea de PEAD.  

 Outro padrão observado diz respeito à tendência observada de maior 

dispersão, e homogeneidade de partículas de PEAD, nos meios solidificados 

contendo PEAD com diâmetro médio de partículas de 34-50µm em relação às 

formulações contendo PEAD com diâmetro médio de partículas maior ou igual a 

250µm. Isso provavelmente foi observado devido a dois fatores: i) presença de 

aditivos comerciais no PEAD (≤250µm); ii) maior gramatura de partículas do 

PEAD (≤250µm). A hidrofobicidade elevada, em diversos tipos de materiais, já 

leva a flotação e à aglomeração em interfaces aquosas, dificultando dispersão 

homogênea em hidrogéis ou matrizes aquosas solidificadas (Huang et al., 2023). 

Porém esse fenômeno pode ter sido ainda potencializado no PEAD (≤250µm) 

devido aos possíveis aditivos de sua composição. Aditivos comumente 

adicionados ao PEAD, como lubrificantes, ceras, parafinas, óleos minerais, 

estearamidas, ácidos graxos de cadeia longa, aumentam o caráter oleofílico e 

reduzem molhabilidade, favorecendo aglomeração em água (Yang et al., 2022), 

 e possivelmente em meios aquosos solidificados. Além da alta gramatura das 

partículas de PEAD (≤250µm), que condiz com achados na literatura que 

apontam uma tendência natural de partículas hidrofóbicas maiores, com menor 

área superficial relativa, de terem baixo desempenho em dispersão em meios 

aquosos, em relação a partículas menores, e com maior área superficial relativa 

(Luckham et al., 1999). 

 A respeito da ausência de halos claros no crescimento de P. ostreatus, 

sobre todas as formulações, podemos inferir que, em relação ao “Meio Óleo”, a 

falta de homogeneidade do óleo mineral pelo meio, pode ter prejudicado a 

formação de halos de degradação. 

A metodologia de detecção de halo claro ao redor de colônias, ou poços, 

para a triagem de fungos filamentosos e bactérias positivos para a degradação 

de polímeros recalcitrantes é 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, não foram encontrados estudos que reportem a 

capacidade de fungos filamentosos provocarem halos claros em placas com óleo 

mineral, ou PEAD como fontes únicas, ou complementares, de carbono. Os 

resultados do presente estudo apontam para a possibilidade de que: uma 
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triagem rápida para fungos filamentosos da espécie P. ostreatus degradadores 

de PEAD, não é possível com o uso de nenhuma das formulações descritas sob 

as condições testadas.   

 A combinação de alguns resultados propiciou que o meio “MP1 Ágar” 

fosse selecionado para ser utilizado no desenvolvimento das técnicas de 

bioprospecção de solo para isolamento de bactérias com potencial de degradar 

PEAD. Tais resultados incluem homogeneidade do PEAD no meio, densidade 

do micélio após o crescimento fúngico, dias necessários o crescimento fúngico 

atingir a borda das placas. Além disso, a acessibilidade comercial do ágar em 

relação a agarose (Zhang et al., 2021c), além de dados da literatura reportando 

que bactérias isoladas de solo dificilmente degradam ágar (Sakai et al., 2014), 

tornando o PEAD muito próximo de ser a única fonte de carbono presente no 

meio, também foram parâmetros para essa escolha. 

5.2 PROSPECÇÃO DE BACTÉRIAS COM POTENCIAL DE DEGRADAR PEAD 

 

5.2.1 Amostragem de Solos Ricos em Resíduos Plásticos 

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 próximas a “-23.2944272, -51.1491003” e “23.3151189, -

51.2145586”. As amostras foram coletadas em regiões onde depósitos plásticos 

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 próximas a “-23.2943508, -51.1490852”, os resíduos 

plásticos permaneceram em contato com o solo até o momento da coleta. 
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Figura 6 – Imagens de satélite das áreas 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 próprio autor (c, d). 

 

As condições meteorológicas dos setes dias anteriores à coleta das 

amostras, bem como no período da coleta, se encontram na Figura 7. As 

coordenadas exatas de cada ponto de coleta, bem como descrições a respeito 

do aspecto do solo amostrado, sombreamento, umidade, e composição dos 

resíduos depositados nos solos dos pontos amostrados estão disponíveis no 

material suplementar.  
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Figura 7 – Gráficos representativos das condições de temperatura (a) e 

precipitação (b) no período da coleta e dos 7 dias anteriores. 

 
Fonte: Meteostat, com modificações. 

 

Segundo a literatura, as condições de temperatura no período que antecedeu 

a amostragem de solo, bem como umidade relevante, podem promover alta 

biodiversidade bacteriana, principalmente associada a microrganismos 

mesófilos (Zhou et al., 2017). Enquanto a profundidade de 10 cm, porções onde 

comumente se encontram fontes de carbono orgânico mais recalcitrantes, e forte 

limitação de carbono, conduziria a seleção de microrganismos capazes de usar 

recursos escassos e/ou complexos (Naylor et al., 2022). Por fim, o solo ser 

enriquecido com partículas plásticas, como foi observado durante a coleta, e ter 

contato prolongado com esses resíduos plásticos, segundo a literatura, 

propiciaria o isolamento de bactérias oligotróficas e poucas copiotróficas (Chen 
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et al., 2021). Além disso, propiciaria o isolamento de bactérias com capacidades 

de: i) aderir a superfícies inertes; ii) consumir aditivos dos plásticos; iii) tolerar 

compostos tóxicos; 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 Prospecção de Pools Bacterianos de Amostras de Solos Ricos em 

Resíduos Plásticos 

 Os três métodos de prospecção deram origem a números diferentes de 

colônias de morfologias distintas prospectadas, como pode ser observado na 

tabela 4. 

 

Tabela 4 – Relação do número de colônias com morfologias distintas obtidas 

em cada metodologia de prospecção testada e suas variantes. 

Modalidade 
de Prospecção 1º Meio de Cultivo 2º Meio de Cultivo 

Nº de Colônias 
com 

Morfologia 
Distintas 

 
1º MP1 Ágar AN 143 
  MP1 Ágar MP1 Ágar 147 
 

2º AN AN 143 

  MP1 Ágar AN 137 
 

3º AN AN 306 

  MP1 Ágar AN 148 
Fonte: O próprio autor. – “AN” para “Ágar Nutriente”. 

 

Mesmo que a terceira modalidade de prospecção contasse apenas com 6 

amostras, das originais 10, ainda assim acabou por apresentar, no cultivo duplo 

com AN, um maior número de morfotipos prospectados em relação a todas as 

outras repetições, e modalidades. Obtendo número de colônias de morfologias 

distintas prospectadas cerca de 2,07 vezes maior do que sua variante com cultivo 

duplo em MP1 Ágar. Esse resultado sugere que, ao utilizar-se de suspensões de 

solo mais concentradas, faz-se o uso de uma carga microbiana expressivamente 

maior, principalmente em comparação com métodos nos quais faz-se uso de 

técnicas como enriquecimento de diluição de solo, ou plaqueamento de diluição 



64 
 

 

de solo sem cultivo prévio. O que condiz com a literatura da bioprospecção de solo 

(Lindahl et al., 1995; Yan et al., 2015).  

Ainda assim, a terceira metodologia, mesmo com uma possível carga 

microbiana elevada, ao ter sua diluição e plaqueamento em MP1 Ágar, ao final é 

obtido um número de morfotipos muito próximo àqueles obtidos nas outras duas 

modalidades de prospecção. Junto a esse resultado, observa-se um padrão no 

qual todas as variantes das diferentes modalidades que contaram com, ao menos, 

um plaqueamento de colônias em MP1 Ágar, obtiveram ao final do estudo 

números próximos de colônias de morfologias distintas prospectadas.  

Não foram encontrados estudo sobre bioprospecção utilizando PEAD como 

única fonte de carbono em meios solidificados. Contudo um estudo com 

consórcios obtidos de aterros, e enriquecidos com LDPE como fonte de carbono, 

mostraram diversidade e riqueza microbiana menores que o solo original, com 

enriquecimento de poucos táxons (Zhang et al., 2025). Outro estudo, que utilizou 

consórcios enriquecidos com LDPE, a partir de solo também contaminado com 

plástico, resultou em comunidades dominadas por poucos gêneros. Em conjunto, 

esses resultados indicam o papel seletivo de um cultivo prolongado com uma 

variante de PE como única fonte de carbono, resultando em baixa diversidade 

microbiana em relação ao solo de origem (Ma et al., 2023). Contudo, o presente 

estudo não realizou análises de biodiversidade. 

Os resultados obtidos após as passagens “MP1 Ágar / AN" tanto da 

primeira quanto da segunda prospecção, foram numericamente próximos, com 

diferença numérica de 4,2%. Esse resultado sugere que, nas condições avaliadas, 

o enriquecimento prévio em MP1 líquido por 7 dias, presente na segunda 

prospecção, não aumentou ou diminuiu substancialmente a recuperação de 

morfotipos em comparação ao plaqueamento direto em MP1 Ágar. Segundo a 

literatura, a passagem de comunidades bacterianas por meios líquidos, com 

fontes de carbono únicas, produz consórcios menos diversos, dominados por 

poucos táxons especializados (Araújo et al., 2020; Wu et al., 2020). Enquanto 

meios solidificados com fontes de carbono únicas permitem isolamento de mais 

morfotipos, comumente não tão bem adaptados ao substrato alvo, porque 

diferenças de acesso a nutrientes e oxigênio levam a heterogeneidade de 

condições de seleção dentro do mesmo meio (Bastiaens et al., 2000; Bonnet et 

al., 2019).  
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Em síntese, mesmo que sejam raras as bactérias prospectadas de solo que 

degradam ágar, esse e outros agentes gelificantes podem ser usados como fonte 

alternativa de carbono e energia por vários microrganismos. A soma desses 

fatores sugeriria uma possível diferença entre as condições de seletividade do 

meio líquido e solidificado à base de MP1. No entanto, não é possível concluir, 

apenas com esses dados, o grau de seletividade imposto pelo enriquecimento, 

uma vez que não foram avaliados parâmetros independentes de diversidade ou 

composição taxonômica. 

Também são necessários mais estudos para que se possa afirmar que a 

visível redução do número de morfotipos prospectados, após passagem dos 

diferentes inóculos por meio MP1 Ágar ou líquido, se deu a uma seletividade dos 

meios MP1 a potenciais degradadoras de PEAD, especificamente. Isso porque o 

presente estudo não conta com testes próprios de biodegradação de PEAD para 

as bactérias resultantes de sua prospecção. Mas também porque a sobrevivência 

de bactérias após passagem em meios mínimos líquidos ou solidificados contendo 

“PEAD como único carbono adicionado à formulação do meio” não é determinante 

para a sobrevivência apenas de degradadoras de PEAD.  

A literatura sustenta que muitas bactérias se encontram em grandes 

limitações de carbono, mesmo em ambientes ricos, devido à formação de densos 

biofilmes que limitam o acesso a oxigênio, e nutrientes, às bactérias que se 

encontram mais distantes da superfície desse biofilme. Assim, essas são capazes 

de modular seu metabolismo, suprimindo suas exigências nutricionais, mantendo 

sua viabilidade por mais de 30 dias em meio mínimo sem carbono externo 

detectável, utilizando de reservas internas (Bergkessel et al., 2021). Além do 

possível uso de material orgânico proveniente de bactérias lisadas (Bergkessel et 

al., 2021). E do fato de que, a formação de biofilme, fenômeno observado em 

algumas repetições, favorece retenção e reciclagem de exsudatos e células 

mortas, prolongando a sobrevivência de não degradadoras de PEAD em meios 

com escassez de carbono (Flemming et al., 2016).  

Contudo, o uso de meios solidificados com polímeros hidrofóbicos, 

incluindo PEBD como única fonte de carbono, é utilizada como técnica de seleção 

e triagem de potenciais bactérias degradadoras desses mesmos polímeros (Gupta 

et al., 2023; Patil et al., 2024). Enquanto o enriquecimento de comunidades 

bacterianas com meios líquidos com PEAD como fonte de carbono única, é 
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utilizado em prospecções 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 única fonte de carbono, 

mostram aderência estável ao filme de PE, perda de massa do filme, e alteração 

de grupos funcionais na superfície do PE, indicativos de degradação (Chen et al., 

2024; Ma et al., 2023). Enquanto comunidades bacterianas marinhas, sob 

condições semelhantes de cultivo, foram registradas colonizando PEAD e PEBD, 

além de terem selecionadas um conjunto mais restrito de táxons, frequentemente 

associados a degradação 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 

líquido. Contudo, não se fazem presentes no estudo dados suficientes que 

permitam inferir que tal redução do número de morfotipos se dá por uma 

seletividade do meio, nem que essa seletividade seja positiva para bactérias com 

potencial de degradar PEAD. No entanto, os padrões encontrados na literatura 

não permitem também descartar tais possibilidades. Dessa forma, se fazem 

necessários mais estudos, nos quais as bactérias selecionadas pela passagem 

em MP1 Ágar sejam propriamente testadas para a biodegradação de PEAD. 

5.2.3 Formação de Halo em Metodologia de Poços de Difusão 

Dos 20 pools, selecionados para serem utilizados como inóculos em 

testes de poço-difusão, apenas um apresentava capacidade de promover erosão 

do Ágar abaixo de suas colônias. Esse pool foi intitulado 101GR (Figura 8a), 

enquanto os outros 19 pools, selecionados por apresentar produção de muco 

iridescente (Figura 8b), não foram nomeados.  
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Figura 8 – Imagem do pool 101GR cultivado em AN (a) onde é possível 
irregularidade da superfície do ágar (seta). Imagem dos poços em MP1 Ágar 
inoculados com representante da amostra de solo 7, mostrando a iridescência 
do material ao redor dos poços (b). 

 
Fonte: O próprio autor. 

 

Os resultados dos testes de poços de difusão utilizando do pool 101GR 

completo, e seus isolados, como inóculo em diferentes condições se encontram 

na tabela 5. 
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Tabela 5 – Análise de formação de halo com pool 101GR e seus isolados em diferentes condições de cultivo. 
Meio de 
Cultura 

Inóculo Meio de  
Cultivo do 

Inóculo 

Condições de  
Cultivo do 

inóculo 

Tempo de 
Cultivo 

do Inóculo 

Concentração do 
Inóculo 

Formação 
 de Halo 

MP2 - 
Agarose 

101GR MP2 - Líquido Shaker 180rpm 
28ºC 

48 horas 2 McFarland Positivo em 
Colônias 
Isoladas 

MP2 - 
Agarose 

101GR MP2 - Líquido Shaker 180rpm 
28ºC 

48 horas ≥ 5 McFarland Positivo 

MP1 - Ágar 101GR AN Estufa 28ºC  24 horas ≥ 5 McFarland  Positivo 

MP1 - 
Agarose 

101GR TSA Estufa 28ºC 24 horas 2 McFarland  Positivo 

MP1 - 
Agarose 

101GR MP1 - Ágar Estufa 28ºC 7 dias 2 McFarland  Positivo 

Meio Zero - 
Agarose 

101GR MP1 - Ágar Estufa 28ºC 7 dias 2 McFarland  Negativo 

Meio Zero- 
Ágar 

101GR MP1 - Ágar Estufa 28ºC 7 dias 2 McFarland  Positivo 

MP2 - 
Agarose 

101GR1 TSA Estufa 28ºC 24 horas  2 McFarland Negativo 

MP2 - 
Agarose 

101GR2 TSA Estufa 28ºC 24 horas 2 McFarland Negativo 

MP2 - 
Agarose 

101GR3 TSA Estufa 28ºC 24 horas 2 McFarland Negativo 

MP2 - 
Agarose 

101GR4 TSA Estufa 28ºC 24 horas 2 McFarland Negativo 

MP2 - 
Agarose 

101GR5 TSA Estufa 28ºC 24 horas 2 McFarland Negativo 

MP2 - 
Agarose 

101GR6 TSA Estufa 28ºC 24 horas 2 McFarland Negativo 

MP2 - 101GR7 TSA Estufa 28ºC 24 horas 2 McFarland Negativo 
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Agarose 
Fonte: O próprio autor. – “AN” para “Ágar Nutriente”, “TSA” para ”Tryptic Soy Agar”.
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A seleção de 19 pools com base na sua propriedade de apresentar produção 

de muco iridescente, se deu com base em estudos anteriores, nos quais descreve-se 

que “ramnolipídeos” podem gerar aspecto iridescente, metálico ou “de mancha de 

óleo” em placas de ágar (Benie et al., 2024). Os ramnolipídeos, assim como outros 

surfactantes, são frequentemente associados a melhores rendimentos de 

biodegradação de diversos polímeros hidrofóbicos como fenantreno (PHA), PET e PS 

(Gercke et al., 2021; Lavanya, 2024; Ma et al., 2018).  

 Inicialmente todos os pools foram testados em MP1 Ágar, e apenas o pool 

101GR apresentou halo claro ao redor dos poços inoculados (Figura 9a). Contudo, a 

possível capacidade de degradação de ágar que 101GR apresentava, fez com que 

outros testes fossem conduzidos utilizando poços em meio MP1 Agarose. Novamente, 

apenas o pool 101GR apresentou halo claro ao redor de um de seus poços (Figura 

9b).  

 

Figura 9 – Imagem dos halos claros formados ao redor de poços inoculados com o 
pool completo 101GR em MP1 Ágar (a) e MP1 Agarose (b), após 8 dias de incubação. 

 
Fonte: O próprio autor. 

 

Contudo, apenas um poço, dos seis inoculados com o pool 101GR, apresentou 

halo claro em MP1 Agarose. Comparando os testes realizados com a 101GR em MP1 

Ágar e em MP1 Agarose, observa-se que para cada teste foram utilizados diferentes 

meios para cultivo dos inóculos (TSA e MP1 Agarose), diferentes densidades de 

inóculo (2McFarland e ≥5McFarland), e diferentes gelificantes. 
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A literatura sugere que agarases, como α-agarases, β-agarases, 

β-porfiranases, levam à perda localizada da matriz de ágar, o que, em meio 

solidificado, se manifestaria como zonas de liquefação, como as que foram 

observadas sob as colônias do pool 101GR, ou clareamento no entorno da colônia, 

como foi observado nos testes de poço com o pool 101GR em MP1 Ágar (Chi et al., 

2012). Enquanto isso, a substituição de ágar por agarose, tende a reduzir a 

suscetibilidade do gel à hidrólise enzimática (Chi et al., 2012). Isto sugere que, o 

menor número de halos formados ao redor dos poços de 101GR, se deve, entre outros 

pontos, à maior resistência da agarose à degradação. 

No que diz respeito ao cultivo do inóculo utilizado nos testes, o estudo de 

Cunliffe et al., (2006) observou que o pré-crescimento em meio Luria-Bertani, em 

comparação com meio mínimo, promoveu grandes diferenças na expressão de genes 

catabólicos, e na degradação de hidrocarbonetos pela bactéria Sphingobium 

yanoikuyae. Observou-se ainda nesse estudo que o inóculo pré-cultivado em meio 

complexo apresentou maior expressão de genes associados à degradação, 

resultando também em maior utilização dos contaminantes ofertados (Cunliffe et al., 

2006). Resultados similares foram observados em outros estudos (Gómez-Villegas et 

al., 2021; Wu et al., 2023).  

Outros estudos relacionam o volume do aporte enzimático bacteriano com o 

diâmetro dos halos observados em testes de degradação de diferentes substratos. 

Dingle et al., (1953), constataram que para amilase, poligalacturonase, celulase, 

protease e pectinesterase, o diâmetro da zona de degradação no ágar foi linearmente 

relacionado com o log da quantidade de enzima aplicada, em diferentes 

concentrações. Resultados similares foram observados em estudos semelhantes mais 

recentes (Junior et al., 2020). 

Outros estudos relacionam também a densidade do inóculo inicial em testes de 

biodegradação, com o volume final de substrato biodegradado. Li et al. (2018) 

mostraram que o aumento do inóculo de 1% até ≥ 5% (v/v), de um em consórcio 

halotolerante, aumentou significativamente a degradação de um plastificante de PVC. 

Enquanto para diesel, o aumento da densidade do inóculo de 2 a 10% (v/v) aumentou 

linearmente a eficiência de degradação (até quase 95%), mostrando relação entre a 

taxa de biodegradação e a densidade inicial de células (Otiniano et al., 2022). Padrão 

esse reforçado, há tempos, por outros estudos e revisões (Thouand et al., 1995; 

Thouand et al., 2011).  
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Em conjunto, os resultados sugerem que a diferença no número de halos, 

formados entre os testes realizados com o pool completo 101GR em MP1 Agarose e 

MP1 Ágar, pode ter sido produto da soma de fatores: i) diferença na densidade celular 

do inóculo utilizado; ii) alterações nas condições de cultivo do inóculo; iii) maior 

resistência da agarose à degradação bacteriana, em comparação com o ágar. 

Tais resultados e discussões também servem como base para a análise de 

outros resultados do presente estudo. Principalmente àqueles que mostraram halos 

claros sendo formados ao redor dos poços, em “Meio Zero Ágar”, mas não em “Meio 

Zero Agarose”, quando inoculados com o pool 101GR. Esses resultados reforçam as 

interpretações de que, possivelmente, o pool 101GR possuiria capacidade de 

degradação de compostos do ágar, e da agarose, e que seus halos apresentados em 

MP1 seriam, ao menos em parte, pela degradação dos agentes gelificantes.  

No entanto, a técnica de formação de halos claros em meios suplementados 

com polímeros hidrofóbicos recalcitrantes é amplamente utilizada para a seleção de 

potenciais degradadores desses polímeros. Tendo sido utilizada para seleção de 

possíveis degradadores de policaprolactona (Urbelienė et al., 2025), de PET 

(Torena et al., 2021), de bis(2-hidroxietil) tereftalato (derivado do PET) (Yi et al., 2025), 

e para seleção de possíveis 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 

nível de eficiência de seletividade de meios semelhantes, para diferenciar 

degradadores de PEAD, permanece incerta. Apenas um estudo relata a eficiência de 

triagem de degradadoras de 33,3% (Aatikah Tareen et al., 2021). 

Assim, os resultados obtidos com o pool 101GR, nas condições deste estudo, 

precisam ser melhor investigados para confirmar se os halos seriam decorrentes da 

biodegradação de PEAD, ou resultantes apenas da degradação dos agentes 

gelificantes. 

Os halos formados poderiam advir também, segundo a literatura, de fenômenos 

alheios à degradação de PEAD ou dos gelificantes. No experimento de Burd et al. 

(1996), foi observado que a adição de biossurfactantes em placas de PHA permitiram 

a visualização de halos claros idênticos 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 à capacidade de 

surfactantes alterarem a distribuição das partículas hidrofóbicas, bem como seu 

ângulo de contato com a água, o que geraria uma menor opacidade em regiões onde 
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o biossurfactante age sobre o PHA. Isto sugere que, a reorganização das partículas 

de PEAD, pela interação desse com biossurfactantes produzidos pelo pool 101GR, 

seria uma das explicações possíveis, ou complementares, para a visualização de 

halos, em parte dos meios testados.  

Segundo a literatura, a interação das partículas de PEAD com biossurfactantes, 

poderia levar a um aumento da área de contato PEAD/água, e PEAD/bactérias, 

auxiliando na colonização microbiana, e em última instancia a biodegradação 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 à utilizada para os testes de poço-

difusão com o pool 101GR completo. Os resultados, para todos os isolados, foram 

novamente negativos (Tabela 5). Isto é, não foram observados halos claros em 

nenhuma das repetições. Foram realizados novamente experimentos com o pool 

completo, reativando-o a partir de seu estoque em -80ºC, e após ajustes nas 

condições de reativação e concentração do inóculo, resultados positivos novamente 

foram constatados. Tal observação sugere que, para que haja a formação de halos 

claros, deve haver um efeito sinérgico entre os componentes do pool 101GR. 

Isso é compatível com achados na literatura, nos quais consórcios bacterianos 

frequentemente apresentam maiores valores de degradação ou solubilização de 

polímeros hidrofóbicos, e de degradação de diversos outros substratos. Em 2023, 

Dar et al. demonstraram que um consórcio 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 biodegradação de derivados de 

petróleo tem obtido resultados que convergem para o entendimento de que, 

consórcios degradam esses poluentes de maneira mais eficiente do que linhagens 

isoladas, e que isso deve-se, provavelmente, a um sinergismo, que envolve múltiplas 

vias enzimáticas e co-metabolização dos derivados de petróleo (Darma et al., 2020; 

Festa et al., 2016; Książek-Trela et al., 2025; Ozyurek, 2023).  

Estudos comparando diretamente a eficiência de degradação de PEAD por 

consórcios bacterianos, com a eficiência de degradação de isolados bacterianos, não 

foram encontrados. Contudo, já foi demonstrado sinergia enzimática entre bactérias 

do gênero Bacillus, na degradação de PEAD (Zhang et al., 2023). Para a 
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biodegradação de PE a literatura é menos limitada. Han et al. (2020) demonstraram 

que, um consórcio de bactérias do gênero Arthrobacter e Streptomyces degradou 

filmes de PE com: i) maior formação de biofilme; ii) maiores alterações químicas do 

PE; iii) maior liberação de CO₂; iv) maiores alterações superficiais, do que os mesmos 

parâmetros 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 relação à eficiência de produção de biossurfactantes, que poderiam 

produzir halos claros nos meios testados, a literatura mostra tendência semelhante, a 

favor dos consórcios. Alves et al. (2019) apresentaram que co-culturas de bactérias 

dos gêneros Bacillus, Pseudomonas ou Listeria aumentaram a produção de 

biossurfactantes no meio solidificado testado. Nesse meio a atividade de 

biossurfactantes era evidenciada pela formação de halos claros, e os resultados do 

estudo mostraram que os consórcios apresentavam halos maiores, em comparação 

com aqueles produzidos pelas bactérias isoladas do consórcio. Resultados 

compatíveis com os obtidos por outros estudos (Cerqueira et al., 2011; Jing et al., 

2007; Mukred et al., 2008).  

Segundo alguns estudos, a maior produção de biossurfactantes por consórcios 

bacterianos, em relação aos isolados, está relacionada a diferenças de nutrição 

bacteriana, competição por nutrientes e sinalização química. Em um estudo de Kang 

et al. (2024) com um consórcio de Bacillus e Pseudomonas, a bactéria do gênero 

Bacillus apresentou metabolismo mais eficiente para a degradação da fonte de 

carbono apresentada, aumentando a liberação de açúcares no meio quando 

comparada à cultura pura de Pseudomonas spp. Enquanto isso, no mesmo estudo, a 

bactéria do gênero Pseudomonas apresentou maior capacidade de produção de 

biossurfactantes, mas necessitando de açúcares dispersos no meio para sua 

produção.  

Revisões da literatura sobre co-culturas descrevem que a capacidade das 

comunidades bacterianas de assumir funções complementares entre microrganismos 

reduz o “peso” metabólico em cada cepa, e potencializa o fluxo de carbono para 

produção de metabólitos secundários, 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 

produção 2,3 vezes maior de biossurfactantes. Enquanto Alves et al. (2019) descreve 
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como a produção de biossurfactantes por Pseudomonas é afetada por redes de 

quorum sensing, com a presença de outras espécies, em um co-cultivo, podendo 

modificar a sinalização local, levando à indução de genes associados à produção 

desses metabólitos secundários. 

A soma dessas informações sugere que, a densidade celular bacteriana e a 

presença de vários morfotipos, nos testes com o pool 101GR completo, poderiam 

explicar a diferença 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 formação de halos, nos meios contendo ou não PEAD, fosse por meio 

da: i) produção de biossurfactantes; ii) degradação do ágar. 

Um desafio encontrado em nossa metodologia foi que um grande número das 

repetições testadas apresentava halos de difícil visualização, fazendo com que 

possíveis resultados positivos possam ter sido registrados como negativo. Em PEAD, 

a degradação ocorre de forma lenta e predominantemente superficial, com formação 

gradual de grupos oxidativos e rugosidade, fenômenos que geram pequenos efeitos 

em relação a alterações ópticas, principalmente em curtos períodos 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 coloração das placas e melhor visualização de halos claros, o que resultou no 

isolamento da cepa CGK112, degradadora de PEAD. O “azul brilhante de coomasie” 

é um corante eficiente para vários plásticos, incluindo PEAD, melhorando a 

visualização de suas partículas (Li et al., 2024). Tal cenário sugere que, fazer uso 

deste corante, pelo presente estudo, poderia ter aumentado as chances de 

visualização mais frequente de halos, se estes fossem presentes, bem como tornado 

tais halos mais específicos quanto a presença ou ausência de partículas de PEAD 

5.2.4 Seleção e Caracterização Inicial de Isolados 

Os isolados bacterianos obtidos, integrantes do pool 101GR, foram corados 

pela coloração de Gram. Nessa coloração todos foram classificados como Gram 

negativos. Após 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 relação a crescimento, cor das colônias 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. 

Fonte: O próprio autor. – “NA” para situações nas quais a avaliação não se aplica. 

 

O crescimento positivo da 101GR6, tanto em CNA quanto em MacConkey, 

levantou questionamentos sobre a pureza de sua cultura, ou perfil de resistências. 

Isso porque, o meio CNA, ou “Columbia CNA Agar” contém duas substâncias 

seletivas principais, colistina e ácido nalidíxico. Ambos são antibióticos 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 lipídicas, aumentando a 

permeabilidade e levando a vazamento de conteúdo celular e morte (Alfei et al., 2020). 

A parede celular da maioria das bactérias gram positivas impede que o mesmo 

aconteça com seus representantes. Enquanto o ácido nalidíxico age inibindo a DNA 

girase (topoisomerase II), bloqueando a replicação do DNA (Fukuda et al., 2026). Nas 

gram-positivas o efeito é semelhante, mas dependente de doses maiores às 

encontradas no CNA.  Contudo, a presença de bactérias gram-negativas 

apresentando resistência, tanto a ácido nalidíxico quanto à colistina, é frequentemente 

documentada na literatura (Abavisani et al., 2023; Ahmed et al., 2020; Dunne, 1999; 

Gray et al., 1979), mostrando que a seletividade à gram-negativos, pelo CNA, não é 

absoluta.  

A interpretação de que a 101GR6 poderia consistir, na realidade, de duas 

linhagens co-cultivadas, sendo um gram-positivo e outro gram-negativo, é pouco 

fundamentada na literatura. Isso porque, a existência de bactérias gram-positivas que 

Microrganismo
s 

Inoculados 

Meio de 
Cultivo 

Cresciment
o 

Cor das 
Colônias 

Cor do 
Meio 

Tempo de  
Incubaçã
o do Meio 

101GR4 CNA Negativo - NA 24 horas 
101GR6 CNA Positivo Creme NA 24 horas 

101GR4 MacConke
y Positivo Rosa e 

Creme Amarelo 24 horas 

101GR6 MacConke
y Positivo Creme Amarelo 24 horas 

101GR4 Meio Zero Positivo Translúcida NA 7 dias 
101GR6 Meio Zero Positivo Translúcida NA 7 dias 
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aparentam ser bastonetes gram-negativas na coloração de gram, como Lactobacillus 

iners, Thermanaeromonas toyohensis, Thermacetogenium phaeum, 

Thermosediminibacter oceani, etc (Choi et al., 2024; Kim et al., 2020), frequentemente 

estão associados a ambientes como, interior vaginal, fontes termais, e condições de 

seleção de termófilos. Todos, cenários incompatíveis 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 resistência a ambos os antibióticos. 

O meio MacConkey contém sais biliares e corante violeta cristal, que danificam 

a parede celular e membrana de muitas, mas não todas, bactérias Gram-positivas, 

impedindo seu crescimento (Nikaido, 1996). Ao mesmo tempo, MacConkey é um meio 

seletivo para bactérias Gram-negativas entéricas, como Enterobacteriaceae. Isso 

devido ao fato dessas serem naturalmente mais resistentes a corantes e sais biliares 

(Nikaido, 1996). Além disso, o meio MacConkey é diferencial para a fermentação de 

lactose, por resposta a variações de pH. Assim, produzindo, tom amarelado no meio 

(e possivelmente em colônias) para casos de não fermentação, e tom rosado no meio 

(e possivelmente colônias) em caso de fermentação (Flournoy, 1990). Assim, os 

resultados obtidos sobre o crescimento da 101GR6 em MacConkey. Suas colônias 

cremes, e o meio amarelado, sugerem que se trata de um microrganismo não 

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 reforçado pelo seu crescimento negativo em CNA. Contudo, as 

cores que 101GR4 apresentou no crescimento em MacConkey apontam tanto para a 

fermentação, quanto para a não fermentação de lactose. Na literatura, tal observação 

é frequentemente associada a um co-cultivo de bactérias fermentadoras, e não 

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 não em “Meio Zero Agarose”, poderia ser levada em consideração a 

possibilidade de esses grupos estarem utilizando PEAD como fonte de carbono. 
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Contudo, 101GR4 e 101GR6 cresceram em ambas as condições, não sofrendo 

alteração significativa em seu tempo de crescimento, sendo esse de 7 dias para 

ambas as formulações. Discussões anteriores abordaram como o pool 101GR poderia 

apresentar capacidade de degradação de gelificantes, e como resultados aquém 

poderiam ser observados caso os isolados do pool fossem cultivados separadamente. 

Assim, não é possível descartar a interpretação dos resultados que sugere um uso 

mínimo 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 formulação “MP1 Agarose” ambos os grupos bacterianos não possuíam maior 

acesso a fontes de carbono que permitissem um ritmo significativamente mais 

acelerado de crescimento. Padrões que sugerem reduzida, ou nula, capacidade de 

uso do PEAD como fonte de carbono nas condições testadas.  

Bactérias, por definição, são dependentes de fontes externas de carbono, 

sejam essas orgânicas ou inorgânicas. Portanto, 101GR4 e 101GR6 estavam 

captando carbono para seu crescimento. Diferentes tipos de solo possuem 

comunidades inteiras de bactérias mixotróficas 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 H₂, H₂S, S⁰, S₂O₃²⁻, NH₄⁺, NO₂⁻, Fe²⁺, como fonte 

de energia (Wang et al., 2022), a maioria, componentes naturais do “Meio Zero 

Agarose”. Fatores que não sugeririam, mas que possibilitariam que o crescimento de 

101GR4 e 101GR6 fosse possível na formulação em questão, ao utilizarem de 

autotrofia facultativa. 

Em outra proposta de interpretação para os resultados positivos de crescimento 

das bactérias em “Meio Zero Agarose”, vale observação a trabalhos voltados ao 

estudo do crescimento bacteriano em condições de depleção extrema de carbono. No 

estudo de Shoemaker et al., (2021), 21 táxons bacterianos heterotróficos foram 

cultivados em sistemas fechados, sem aporte externo de carbono. Ao final do estudo, 

20 dos táxons cultivados apresentavam viabilidade, após 1000 dias de cultivo. 

Segundo Shoemaker et al., (2021), a sobrevivência de longo prazo dos táxons, foi 

sustentada pela reciclagem do material orgânico 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 

necessário para a extinção da viabilidade celular dos táxons testados, e os resultados 
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apontaram para períodos 10² a 10⁵ anos.  Estratégia documentada, em cenários 

naturais e com depleção menor de carbono, em outros estudos envolvendo 

sedimentos profundos (Beidler et al., 2024; Finley et al., 2025). Tal propriedade, 

envolvendo reciclagem de material orgânico de células bacterianas mortas, sugere 

que, fenômenos semelhantes poderiam sustentar, sozinhos, cultivos líquidos 

prolongados. Isso, mesmo que não houvesse fonte de carbono, ou que as bactérias 

não fossem capazes de utilizar a fonte de carbono adicionada às formulações. 

Constatação que torna, possivelmente, não obrigatório o uso de quaisquer fontes de 

carbono adicionadas às diferentes formulações. E que poderiam explicar a 

manutenção da capacidade de crescimento da 101GR e 101GR6 em “Meio Zero 

Agarose”. 

Tal possível “não obrigatoriedade” do uso do PEAD como fonte de carbono, 

pelas bactérias, nos meios solidificados formulados, unida ao fato de o presente 

estudo não ter lançado mão de técnicas envolvendo testes de biodegradação mais 

robustos que confirmassem a capacidade de biodegradação de PEAD por parte das 

bactérias prospectadas, compõem as principais limitações do estudo. Impedindo 

afirmar categoricamente que se apresente o desenvolvimento de metodologias para 

prospecção, seleção e triagem de bactérias efetivamente degradadoras de PEAD.    
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6. CONCLUSÃO 

 

Os meios formulados permitem concluir que Pleurotus ostreatus não é capaz 

de formar halos claros, em nenhuma das formulações e condições testadas, indicando 

que esse critério não é aplicável como método de triagem fenotípica para o fungo sob 

as condições avaliadas. O óleo mineral comprometeu a homogeneização de 

partículas de PEAD em meio solidificado, enquanto o Tween80 melhorou a dispersão 

das partículas. Também foi possível inferir que o fungo filamentoso Pleurotus 

ostreatus, não só é capaz de utilizar Tween80, e óleo mineral para obtenção de 

carbono, como seu metabolismo possui tendência a priorizar sua degradação quando 

estão presentes em um mesmo substrato que partículas finas de PEAD. Observou-se 

ainda que a presença simultânea de múltiplas fontes de carbono (PEAD, Tween e óleo 

mineral) reduziu a densidade micelial e a velocidade de crescimento, apontando 

limitações ao uso dessas substâncias, amplamente utilizadas em estudos de 

biodegradação de PEAD. 

Nas metodologias desenvolvidas de bioprospecção para isolamento de 

microrganismos com potencial de degradar PEAD, as formulações “MP1 líquido” e 

“MP1 Ágar” apresentaram caráter seletivo, reduzindo o número de morfotipos 

cultiváveis recuperados nas metodologias que o utilizaram, em comparação com 

meios não seletivos. Na triagem realizada por poços, o pool 101GR apresentou 

fenótipo consistente de degradação de ágar, mas atividade limitada sobre agarose, 

porém esse fenótipo não foi reproduzido pelos isolados individualmente, indicando 

dependência de interações consorciadas para expressão do caráter observado. 

Assim, este trabalho apresenta resultados que sustentam a aplicabilidade do 

meio formulado e do fluxo de prospecção/triagem desenvolvido como ferramentas 

iniciais para seleção de pools e isolados obtidos em condições de PEAD como 

principal fonte de carbono adicionada, estabelecendo um ponto de partida 

experimental para estudos posteriores que realizem validações analíticas e ensaios 

mais específicos de biodegradação. 
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7. MATERIAL SUPLEMENTAR 

7.1 COORDENADAS E DESCRIÇÕES DOS PONTOS DE COLETA DAS AMOSTRAS DE SOLO. 
 
As coordenadas exatas de cada ponto de coleta, descrições do aspecto do solo 

amostrado, sombreamento, umidade, e composição dos resíduos depositados nos 

solos dos pontos amostrados estão dispostos na TABELA 7.  
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Tabela 7 – Compilado de coordenadas de cada ponto de amostragem e características do solo coletado. 
 

Ponto de 
Amostragem 

de Solo 

Coordenadas Aspecto do 
Solo 

Umidade Sombreamento Contaminantes 
Identificados 

Ponto 1 -23.2944272, -
51.1491003 Argiloso Úmido Sombreado Papelão, vidro, 

metais e plásticos 

Ponto 2 -23.2943508, -
51.1490852 Arenoso Seco Não sombreado Vidro, metais e 

plásticos 

Ponto 3 -23.2946618, -
51.1488592 Argiloso Úmido Pouco 

sombreado 
Vidro, metais e 

plásticos 

Ponto 4 -23.2946236, -
51.1487975 Argiloso Úmido Pouco 

sombreado Vidro e plásticos 

Ponto 5 -23.2945676, -
51.1487392 Argiloso Intermediário Não sombreado Plásticos 

Ponto 6 -23.3151189, -
51.2145586 Argiloso Muito úmido Não sombreado Plásticos 

Ponto 7 -23.3150949, -
51.2147058 Argiloso Muito úmido Não sombreado Papelão e plásticos 

Ponto 8 -23.3152538, -
51.2145418 Argiloso Muito úmido Não sombreado Papelão e plásticos 

Ponto 9 -23.3150078, -
51.2148932 Enegrecido Encharcado Não sombreado Papelão e plásticos 

Ponto 10 -23.3146232, -
51.2149928 Pedregoso Úmido Sombreado Plásticos 

Fonte: O próprio autor.
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