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RESUMO

As caracteristicas de recalcitrancia e insolubilidade em &gua tornam a disposi¢édo
final de polimeros, um grande problema para sociedade moderna. Estima-se que em 30
anos, a quantidade de garrafas de polietilenotereftalato (PET) presentes no ambiente
marinho ird se igualar a quantidade de peixes. Estratégias que programem a reciclagem
de polimeros pds-consumo, tais como a despolimerizacdo ou degradacdo de PET tém
sido estudadas. Para contribuir com essa proposta, foram pesquisadas linhagens de
fungos filamentosos com potencial para despolimerizacdo de PET. Cem linhagens
foram obtidas de diversos ambientes: amostras de agua de rios do entorno de uma
refinaria e de dentro dessa; cuticula de formiga; solo sob o plantio de Citrus; ar e de
fragmentos de garrafa. Os isolados foram submetidos a uma triagem de atividades
hidroliticas para esterases e lipases por: ensaios em placas; analises de alto desempenho
(HTS) com sondas esterificadas fluorogénicas com cadeias de 2 e 8 carbonos, e
avaliacdo da capacidade de despolimerizacdo de nanoparticulas de PET. Nove isolados
foram selecionados por apresentar promissoras atividades enzimaticas e séo
pertencentes aos géneros Microsphaeropsis, Mucor, Trichoderma, Westerdykella e
Pycnidiophora e seis linhagens foram capazes de converter as nanoparticulas de PET
em concentracbes acima de 0,8% de acido tereftdlico (PTA): Curvularia sp,
Trichoderma spp (2), Cladosporium sp e Microsphaeropsis (2). Estudos confirmatdrios
de fermentacdo foram conduzidos em fragmentos de PET de garrafas de diferentes
cristalinidades. Dados de despolimerizacdo foram obtidos pela quantificacdo do
monomero PTA, bis-2-hidroxietiltereftalato (BHET) e metil-2-hidroxietiltereftalato
(MHET), analises de espectroscopia de absorcdo no infravermelho (FTIR), microscopia
eletronica de varredura (MEV) e avaliacGes de atividades de lipases e esterases nos
liquidos fermentados. As linhagens eleitas liberaram PTA em concentra¢Bes acima de
12 ppm, BHET e MHET em concentragdes acima de 0,6 ppm e também promoveram
alteracbes na estrutura quimica e superficie dos fragmentos de PET. Os resultados
corroboram que substratos associados a hidrocarbonetos sdo importantes fontes de
microrganismos para aplicagdo em tecnologias ambientais. Por fim, este trabalho trouxe
importante contribuicdo para estudos de biodegradacdo de polimeros, uma vez que

destacou linhagens até entdo pouco estudadas para esta aplicacdo biotecnoldgica.



PALAVRAS-CHAVE: biodegradagéo; polimeros; catélise enzimatica;

microrganismos.



ABSTRACT

Recalcitrance and insolubility in water make the final disposal of polymers, a
great problem for modern society. It is estimated that in 30 years, the amount of
Polyethylene terephthalate (PET) bottles in the marine environment will match the
quantity of fish. Green Strategies that program the recycling of post-consumer polymers
such as depolymerization or degradation of PET has been studied. To contribute to this
proposal, we investigated filamentous fungi strains with potential for depolymerization
of PET. One hundred lines were obtained from several environments: water samples
from rivers around a refinery and from within; ant cuticle; soil under the Citrus
planting; air and bottle fragments. The isolates were subjected to a screening of
hydrolytic activities for esterases and lipases by plaque assays; high performance
analyzes (HTS) with fluorogenic esterified probes with chains of 2 and 8 carbons, and
evaluation of the depolymerization capacity of PET nanoparticles. Nine isolates were
selected for promising enzymatic activities and belong to the genera Microsphaeropsis,
Mucor, Trichoderma, Westerdykella and Pycnidiophora and six lines were able to
convert the PET nanoparticles to concentrations above 0.8% of terephthalic acid (PTA):
Curvularia sp, Trichoderma spp (2), Cladosporium sp and Microsphaeropsis (2).
Confirmatory fermentation studies were conducted on PET fragments from different
crystallinity bottles. Depolymerization data were obtained by quantification of the PTA
monomer, bis-2-hydroxyethylterephthalate (BHET) and methyl-2-
hydroxyethylterephthalate (MHET), infrared absorption spectroscopy (FTIR), scanning
electron microscopy (SEM) and activities of lipases and esterases in fermented liquids.
The selected strains released PTA at concentrations above 12 ppm, BHET and MHET at
concentrations above 0.6 ppm and also promoted changes in the chemical structure and
surface of the PET fragments. The results corroborate that substrates associated with
hydrocarbons are important sources of microorganisms for application in environmental
technologies. Finally, this work has made an important contribution to studies of
biodegradation of polymers, since it has highlighted lines that have not been studied for

this biotechnological application.

KEY-WORDS: biodegradation; polymers; enzymatic catalysis, microorganisms.
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1. INTRODUCAO

Grande parte das mudancas tecnoldgicas realizadas pelo homem se deve a
ascensdo dos polimeros como material alternativo. Assim, borrachas, plasticos e fibras
sintéticas impulsionaram o desenvolvimento dos setores automotivo, eletro-eletrénico,
téxtil, de embalagem e da medicina (ANDRADY; NEAL, 2009; NAMAZI, 2017). O
termo polimero foi criado pelo quimico alemédo Jons Jakob Berzelius em 1833, que o
definiu como uma substancia quimica feita de unidades repetitivas, formado de redes
tridimensionais, bidimensionais ou unidimensionais (JENSEN, 2006, 2008).

O aumento no poder de compra e o crescimento populacional conferem
estimativas de aumento exponencial na quantidade consumida e descarte destes
materiais (ELVERS et al., 2016). O consumo mundial de plasticos em 2016 foi de 335
milhdes de toneladas (PLASTICS EUROPE, 2017). E esperado que o seu mercado
mundial movimente cerca de 375 bilhdes de ddlares em 2020, com uma taxa de
crescimento anual de 4,8% (MARKET RESEARCH STORE, 2016).

Na Europa, 39,9% de todo o plastico produzido é utilizado para compor
embalagens, 7,4% dessas sdo de Polietilenotereftalato (PET) com aplicacdo em garrafas
de &gua, refrigerantes, sucos, produtos de limpeza, entre outros (PLASTICS EUROPE,
2017). O Brasil ndo fica distante desta estimativa, em 2016 foram produzidas 840 mil
toneladas do polimero. Dados anteriores estimavam que em 2011, 90% de todo o PET
produzido no pais seria aplicado na composi¢cdo de embalagens de bebidas e alimentos.
Na verdade, em 2015 apenas 51% desse material foi reciclado no Brasil (ABIPET,
2012; ABIPET, 2017), o que considera-se muito preocupante.

A apreensdo sobre a utilizacdo de polimeros em geral, especificamente o PET, se
da por alguns motivos, por exemplo, pelo fato de ser considerado um material de alta
permanéncia ambiental, devido a sua baixa biodegradabilidade, proveniente de suas
propriedades fisico-quimicas (TOKIWA et al., 2009). Segundo, pelos timidos indices de
reciclagem encontrados em alguns paises (COELHO et al., 2001). E terceiro, os
mondmeros que compdem o PET, acido tereftalico e monoetilenoglicol adveém de
recursos fosseis ndo renovaveis (WEI; ZIMMERMANN, 2017a).

Nos ultimos anos, garrafas PET tem sido responsavel pelo aumento no volume
dos residuos solidos, resultante de atividades economicas baseadas no consumo,

producdo em massa e eliminacdo de residuos. Por isso, é urgente o desenvolvimento de
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sistemas sustentaveis para destinacdo de PET e de melhores alternativas para sua
disposicdo (COELHO; CASTRO; JR, 2011)

Além disso, quando estas garrafas sdo descartadas de maneira incorreta no meio
ambiente, podem atingir 0s oceanos, e acarretar diversos problemas. Foi demonstrado
que no ambiente marinho, sob a acdo da luz solar e das ondas, os itens plasticos
quebram-se em fragmentos cada vez menores, de dimensGes micrométricas, dando o
nome de microplastico. Este material fica disponivel para a ingestdo por diferentes
organismos residentes nos oceanos (COLE et al., 2011; IOAKEIMIDIS et al., 2016).

Sendo assim, a reciclagem surge como uma alternativa viavel e rentavel para a
destinacdo de materiais poliméricos por agregar valor a um residuo sélido e oferecer
beneficios ao meio ambiente (COELHO; CASTRO; JR, 2011; SILVA, 2012) e
transformar materiais previamente separados para posterior utilizacdo. Desta forma, os
residuos sdo recuperados por meio de uma série de operacBes que permitem que
materiais ja processados sejam aproveitados como matéria-prima no processo gerador
ou em outros processos (MWANZA; MBOHWA; TELUKDARIE, 2018).

O reaproveitamento do PET esta dividido em trés tipos: reciclagem quimica,
mecanica e térmica, agrupadas em primaria, secundéria, tercidria e quaternaria
(GARCIA; ROBERTSON, 2017). A hidrdlise de PET se enquadra na estratégia
terciaria de reciclagem e pode ser mediada por substancias quimicas, como por
exemplo, em meio fortemente alcalino, mas também por ser executada por
microrganismos, neste processo ocorre a despolimerizagdo com producdo de acido
tereftalico e etilenoglicol (PATNI et al., 2013), possibilitando assim a reutilizacdo
desses mondmeros para producao de novas garrafas.

A utilizacdo de microrganismos no processo de despolimerizacdo/degradacéo de
PET é recomendada, pois estes sdo capazes de produzir enzimas promotoras de
hidrélise das cadeias poliméricas, como esterases e cutinases (WEI; ZIMMERMANN,
2017b). Algumas linhagens de microrganismos demonstraram resultados positivos na
degradacdo de PET, Penicillium sp (NOWAK et al., 2011; SEPPERUMAL;
MARKANDAN; PALRAJA, 2013), Pleurotus spp (SILVA, 2009). Atualmente, estudos
tém focado na utilizagdo de enzimas purificadas em ensaios de biodegradagédo com
resultados favoraveis, hidrolases recombinantes de Termobifida fusca (MULLER et al.,
2005); cutinases de Humicola insolens (DE CASTRO et al.,, 2017), esterases de
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Termobifida halotolerans (RIBITSCH et al., 2012). Quanto as enzimas produzidas por
fungos ha hidrolases de Fusarium spp (NIMCHUA; PUNNAPAYAK;
ZIMMERMANN, 2007); Penicillium sp (LIEBMINGER et al., 2007) e cutinases de
Glomerella cingulata (SEMAN et al., 2014), os quais apresentaram resultados
importantes para a mobilizag&o do polimero.

As abordagens que destacam linhagens ou enzimas com potencial para
despolimerizagdo, contudo, partem do pressuposto que essas devam ser capazes de
coexistir com o polimero em um determinado meio, para entdo assimila-lo (GHAFFARI
MOSANENZADEH et al., 2014). Considerando que no meio ambiente existe uma
grande diversidade de microrganismos e apenas uma pequena porcentagem foi
explorada quanto ao seu potencial biotecnolégico (TRIPATHI et al., 2007), estudos que
atuem na pesquisa de linhagens com capacidade de assimilar polimeros (diante da

problemética em que estdo envolvidos) merecem reconhecimento e incentivo.

2. OBJETIVO GERAL

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de
despolimerizagdo de PET proveniente de garrafas com diferentes cristalinidades,
mediada por fungos filamentosos, visando & recuperacdo de mondmeros. Para isso,
foram selecionados cem isolados fungicos que fazem parte do acervo de interesse para o
setor de petroleo, gas e biocombustiveis, Centro de Estudos Ambientais (Laboratério de
Microbiologia Ambiental - LMA), Unesp- Rio Claro, SP.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Promover uma triagem qualitativa para avaliar a producéo das enzimas lipases,
esterases e cutinases, por meio de ensaios em placas com técnicas colorimétricas
e de assimilacdo de substratos especificos.

e Aplicar uma triagem quantitativa de alto desempenho (do inglés, HTS) para
selecionar linhagens produtoras de esterases e lipases com sondas fluorogénicas
de cadeia curta e longa.

e Executar triagem de linhagens fungicas também por HTS para avaliar o

potencial enzimético de despolimerizacdo de nanoparticulas de PET.
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Realizar ensaios para avaliacdo quantitativa de acido tereftalico (PTA), bis-2
tereftalato de hidroxietila (BHET) e metil-2-hidroxietiltereftalato (MHET)
utilizando os isolados selecionados promissores via processo fermentativo.
Quantificar os analitos supracitados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), com detector Ultravioleta (UV) ap6s extracdo liquido-
liquido.

Verificar as alteraces fisicas da acdo dos isolados fungicos selecionados sobre
filmes de PET, mediante analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV)
e espectroscopia de absorc¢do na regido do infravermelho (FTIR).

Eleger meio de cultura que proporcionou melhores resultados nos ensaios de
despolimerizacéo.

Identificar e caracterizar os isolados selecionados neste estudo.

Depositar as culturas de melhor eficiéncia na Colegdo Brasileira de
Microrganismos de Ambiente e Industria (CBMA).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

e As 100 linhagens fangicas utilizadas neste estudo pertencem as seguintes
classes: 34% Eurotiales, principalmente Penicillium e Aspergillus; 33% Hypocreales
(Trichoderma e Fusarium), 28% Pleosporales e Mucorales, o menor grupo 5% €é mais
diversificado contendo representantes de Glomerellales, Microascales, Capnodiales e
fungos ndo esporulantes. Estas foram isoladas de ambientes diversos, tais como:
amostras de agua de rios do entorno de uma refinaria, cuticula de formigas, solo sob o
plantio de Citrus, amostras de ar, polimeros; dgua tratada, efluente e lodo de esgotode
refinaria de petroleo. A maior parte das amostras foi obtida de ambientes associados a
hidrocarbonetos, 60% de amostras de agua e 8% de amostras de corpo de formiga
cortadeira.

e Os ensaios qualitativos em placas para avaliar a producéo de hidrolases (lipases
e esterases) permitiram diferenciar linhagens com boa, intermediaria e baixa capacidade
de producdo de lipases, bem como aquelas que sdo produtoras de esterases. Sendo
assim, 39 linhagens tiveram atividade lipolitica, enquanto que 51 foram consideradas
produtoras de esterases; 21 isolados apresentaram atividades hidroliticas para ambas as
enzimas.

e Os resultados qualitativos corroboram com aqueles obtidos nos ensaios
quantitativos, com sondas fluorescentes de cadeia curta e longa e triagens de alto
desempenho, sendo que as linhagens destacadas acima se encontraram em posicao de
destaque entre aquelas que foram capazes de converter as sondas em porcentagens
acima de 50%, quando comparado ao controle positivo.

e A abordagem inicial deste trabalho foi selecionar linhagens com reconhecido
potencial para producdo de hidrolases, e as linhagens que se destacaram foram: Mucor
cf. fragilis CBMAI2080; Microsphaeropsis cf. arundinis CBMAI 2109 e 2110;
Westerdykella dispersa CBMAI 2076, 2077 e 2081; Trichoderma cf. longibrachiatum
CBMAI 2082; Mucor cf. ramosissimus CBMAI 2079, Trichoderma cf. asperellum
CBMAI 2074 e Pycnidiophora cf. dispersa LMA 30. Essas linhagens em especifico séo
provenientes de ambientes associados a hidrocarbonetos, amostras de dgua e cuticula de
formiga cortadeira, mostrando assim que esse ambiente pode ser considerado uma fonte
importante de linhagens com potencial biotecnoldgico.

e Uma segunda abordagem foi elencar linhagens produtoras de enzimas com
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capacidade de despolimerizar nanoparticulas de PET. As linhagens que obtiveram éxito
neste screening foram: Curvularia sp CBMAI 2111, Trichoderma spp CBMAI 2071 e
CBMAI 2073 e Cladosporium sp CBMAI 2075, além das duas linhagens de
Microsphaeropsisarundinis (CBMAI 2109 e 2110) destacadas acima além de um
representante da familia Microascacea LMA 192. Tais linhagens apresentaram
porcentagens de conversdo das nanoparticulas acima de 0,8%. Dessas, Curvularia sp
CBMAI 2111, Trichoderma spp CBMAI 2071 e CBMAI 2073 e Cladosporium sp
CBMAI 2075 demonstraram capacidade de assimilar cutina e Policaprolactona como
Unica fonte de carbono, sendo assim consideradas produtoras de cutinases.

e As linhagens Microsphaeropsis arundinis CBMAI 2109 e 2110, Curvularia sp
2111, Trichoderma spp CBMAI 2071 e 2073 e Cladosporium CBMAI 2075 foram
capazes de despolimerizar PET de garrafas com diferentes cristalinidades, produzindo o
monodmero (PTA), e os oligbmeros (BHET e MHET) em concentracdes acima de 12,0 e
0,6 ppm (mg.L™), respectivamente. Ensaios de FTIR, MEV e atividades hidroliticas
foram condizentes com os dados de despolimerizagdo por HPLC-UV, diferente dos
ensaios de gravimetria (perda de massa dos polimeros apds a fermentacdo), que nao
foram constantes ao longo dos ensaios.

e Ensaios com diferentes meios de cultura, meio minimo mineral com azeite e
glicose, como Unica fonte de carbono e Caldo Batata Dextrose, evidenciaram que 0
Caldo Batata Dextrose apresentou melhores resultados para despolimerizacdo com as
linhagens acima destacadas e, um periodo de 15 dias de fermentacdo foi capaz de
promover a liberacdo de subprodutos pelas linhagens estudadas.

e No nosso entender, os resultados obtidos neste trabalho ainda sdo modestos
diante do que se pode alcancar com as linhagens Microsphaeropsis arundinis CBMAI
2109 e 2110, Curvularia sp 2111, Trichoderma spp CBMAI 2071 e 2073 e
Cladosporium CBMAI 2075. Estudos futuros objetivando o melhoramento e o
monitoramento das condi¢cdes de cultivo, aléem do isolamento, caracterizagdo e
identificacdo de suas enzimas se fazem necessarias, para que essas linhagens sejam de
fato utilizadas no setor industrial para despolimerizacdo de PET e producgédo de acido

tereftalico.
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