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RESUMO

O plastico (PL) ¢ um material versatil e amplamente utilizado pela sociedade. Devido a
sua ampla mobilidade. o PL ¢ referenciado como um potente agente poluidor, impactando
na vida terrestre e aquatica. Diferentes microrganismos, como o0s actinomicetos, algas,
bactérias e fungos sdo descritos como potenciais organismos capazes de mitigar a
presenca deste contaminante. Dentre os microrganismos referenciados, os fungos
filamentosos sdo reconhecidos como degradadores de uma variedade de compostos
recalcitrantes e xenobidticos. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi isolar e
selecionar fungos filamentosos oriundos de sedimentos de manguezal e apicum com
capacidade de biodegradar microplastico de polietileno (PE). A identificacdo das espécies
fingicas foi realizada por meio de analise macroscopica e microscopica de colonias. Os
ensaios de biodegradagdo de PE ocorreram em meio liquido sob agitacdo continua a
temperatura de 30 °C por um periodo de 28 dias. As espécies fungicas isoladas foram
identificadas como Aspergillus sp., Rhizopus sp., Trichoderma sp. e Penicillium sp. Os
melhores resultados relacionados a biodegradagcdo do microplastico PE foram obtidos
com o fungo pertencente ao género Aspergillus sp., atingindo uma taxa de reducdo de
45%. Os fungos dos géneros Rhizopus sp. apresentaram capacidade de degradar o PE
reduzindo a sua presenga na faixa de 37% a 19%. Neste contexto, o presente estudo
apresenta necessidade e possibilidade de isolar, identificar e utilizar novas espécies
fingicas capazes de biorremediar areas impactadas pelo micropléstico PE, assim como,
outros tipos de microplasticos pertencentes a outras classes.

Palavras-chave: Manguezal; fungos filamentosos; polietileno; biodegradagao.



ABSTRACT

Plastic is a versatile material widely used by society. Due to its wide mobility, plastic is
referenced as a potent polluting agent, impacting on terrestrial and aquatic life. Different
microorganisms, such as actinomycetes, algae, bacteria and fungi are described as
potential organisms capable of mitigating the presence of this contaminant. Among the
referenced microorganisms, filamentous fungi are recognized as degraders of a variety of
recalcitrant and xenobiotic compounds. In this context, the objective of the present study
was to isolate and select filamentous fungi from mangrove and apicum sediments capable
of biodegrading polyethylene microplastic. The identification of fungal species was
performed through macroscopic and microscopic analysis of colonies. The PE
biodegradation tests took place in liquid medium under continuous agitation at a
temperature of 30 °C for a period of 28 days. The isolated fungal species were identified
as Aspergillus sp., Rhizopus sp., Trichoderma sp. and Penicillium sp. The best results
related to the biodegradation of the PE microplastic were obtained with the fungus
belonging to the genus Aspergillus sp., reaching a reduction rate of 45%. Fungi of the
genus Rhizopus sp. showed the ability to degrade PE, reducing its presence in the range
of 37% to 19%. In this context, the present study presents the need and possibility of
isolating, identifying and using new fungal species capable of bioremediating areas
impacted by PE microplastics, as well as other types of microplastics belonging to other
classes.

Keywords: Mangrove; filamentous fungi; polyethylene; biodegradation.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Plastico

O plastico (PL) esta presente de forma direta ou indireta na maioria dos itens que
compdem a vida cotidiana. A utilizagdo deste tipo de material e a poluicao gerada por ele,
principalmente pelo seu descarte inadequado, ¢ guiada pelo seu consumo desenfreado
(Geyer et al., 2017). O cendrio previsto para o ano de 2030, sugere que haverd
aproximadamente 90 milhdes de toneladas de PL sendo descartadas, exclusivamente, nos
sistemas aquaticos. O aumento desse descarte pode estar relacionado a crescente
ocupagdo das areas costeiras, aumentando exponencialmente a produgdo, utiliza¢do e

descarte desses compostos (Borrelle et al., 2020).

De acordo com Zalasiewicz et al. (2016) a rapida expansao na distribui¢ao de PL esta
muito atrelada a sua mobilidade. Os autores destacam a sua vasta mobilidade no
transporte aquatico. Também comparam com outros materiais produzidos pelo homem,
como o vidro e a ceramica, que levaram muitos anos para alcancarem a mesma
distribuicao global, sendo pouco encontrados em ambientes marinhos, a contraponto do

PL.

A quantificacdo especifica de detritos encontrados no mar ¢ inviavel. Essa ¢ uma
poluicdo esteticamente desagraddvel, encontrada majoritariamente em forma de
embalagens, deixadas por turistas, lixos gerados pelos navios, materiais de pesca
artesanal, entre outros. H4 também uma grande quantidade de insumos vindo de areas
povoadas e densamente industrializadas, incluindo rios e estagdes de tratamento dedguas

residuaisque liberam particulas plasticas involuntariamente (Amaral-Zettler et al., 2020).

Os PLs sdao amplamente utilizados nas embalagens de alimentos, bebidas,
medicamentos, cosméticos, detergentes e outros tipos de produtos (Wang et al., 2016;
Anjana et al., 2020). Com a incidéncia da pandemia de COVID-19, o consumo de PL
aumentou drasticamente, tendo destaque materiais hospitalares como mascaras faciais,
luvas e outros equipamentos de protecdo individual (Singh et al., 2020). O aumento em
pedidos de alimentos on-line e itens diversos em restaurantes e lojas, gerou um uso
exacerbado de plésticos descartaveis, reforcando a necessidade de buscar alternativas

para lidar com esses acamulos (Mittal et al., 2022).



Com relagdo a composicdo desses polimeros, existem muitos tipos, sendo 0s mais
comuns: polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), cloreto de polivinil
(PVC), poliamida (PA), tereftalato de polietileno (PET) e alcool polivinilico (PVA).
Quando liberado no oceano, seu destino ambiental depende principalmente da densidade
do polimero, que influencia a flutuabilidade, posicao na coluna d'agua e a consequente
possibilidade de interagir com a biota (Wright et al., 2013). Polimeros mais densos que a
agua do mar, como o PVC, afundam, enquanto aqueles com menor densidade, por

exemplo, PE e PP, tendem a flutuar na coluna de agua (Luo ef al., 2022).

1.2 Microplastico

Os microplasticos (MPs) sdo particulas caracterizadas por apresentarem didmetro
<5 mm e > 1 um (Frias et al., 2019). Podem ser classificados como primarios ou
secundarios, sendo os primarios aqueles j4 produzidos em escala micro, como por
exemplo, microesferas, pellets, granulos, entre outros. Os secundarios resultam da
decomposicao dos primarios, através principalmente de degradacdo ambiental, como
fragmentos de sacolas, filme plastico, tiras de roupas e embalagens, espumas, entre outros

(Mato et al., 2001; Chang, 2015; Napper et al., 2015; Van Wezel et al., 2015).

Devido principalmente ao seu tamanho, o PL tem alta mobilidade. O movimento
atmosférico, conforme revelado por pesquisas recentes, pode transportar MPs de terras
para oceanos € até para areas remotas (Sorasan et al., 2022; Bergmann et al., 2019). Os
MPs tém sido amplamente observados em amostras de agua, sedimentos € organismos
(Zuo et al., 2020). Em relacdo aos organismos, eles estdo sujeitos a diversos modos de
contaminagdo por MPs. As particulas acabam sendo atrativas, devido a sua coloragdo,
formatos e ocasionalmente pelas algas que se aglutinam nos MPs. Pelo tamanho, sdo
facilmente ingeridos pelos animais marinhos de diversas formas, como por exemplo
filtrados pelos organismos filtradores. Quando ingeridos causam diversos efeitos no
comportamento alimentar, redu¢do do desempenho predatdrio e na reprodugdo, além de
induzir respostas inflamatoérias, alteracdes histologicas, danos ao DNA, citotoxicidade,

danos fisicos e mortalidade (Ribeiro et al., 2019).

Essas particulas estdo sendo encontradas em toda a coluna de 4gua, nas linhas
costeiras, nos sedimentos do fundo do mar, esgoto e acumulam, principalmente, metais

pesados, que entram no continuo alimentar. Esses poluentes sdo intensificados nos niveis
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nutricionais mais elevados, resultando na extin¢cdo de muitas espécies marinhas e de fauna
(Zazouli et al., 2022). Os aditivos mais conhecidos s3o os plastificantes (ftalatos),
bisfenol A e compostos polibromados (retardadores de chama), mas muitos outros
também sao usados como pigmentos, biocidas e metais. As particulas de MPs possuem
uma area superficial muito elevada, permitindo que a adsor¢do de poluentes organicos
seja frequente, fornecendo um vetor para o transporte desses poluentes por particulas
flutuando na dgua do mar por longas distancias. Esses ao serem ingeridos por diversos
animais acabam sendo lixiviados das particulas e entrando nos tecidos animais, muitas
vezes interrompendo os processos bioquimicos normais nas células (Rummel et al.,

2019).

1.3 Formas de degradacio do microplastico

O PL ¢ muito resistente no ambiente, levando anos ou até séculos para se
decompor de forma natural (Colton et al., 2018; Leblanc, 2018). Com o proposito da
reducdo desses residuos, varias solugdes e propostas estdo sendo consideradas e
estudadas, e se encontram subdivididas nas categorias: conten¢do, mitigacdo e
remediagdao. O método de contengdo tem a reciclagem e gestdo adequada de aterro como
propdsito, enquanto a mitigagdo tem como proposta estratégias de reducdo dos PL em
circulagao global, tais como uso de regulamentos e medidas legislativas, além do controle

de origem e programas de limpeza (Arpia et al., 2021).

A remediagdo tem como objetivo lidar com o PL ja presente no meio ambiente,
visando diminuir a concentracdo por meio da degradagdo. Esse processo, quando no
ambiente natural, pode ser realizado tanto de modo bidtico quanto abiotico. A degradacao
abidtica se da por meio de mudangas nas propriedades fisico-quimicas, tendo influéncia
das condi¢des naturais como temperatura, pH, umidade, salinidade, nivel de oxigénio e
luz (Guo et al., 2019; Lin et al., 2022). Enquanto a degradacao biologica refere-se a agao
de microrganismos (MOs), que possuem a capacidade de degradar compostos variados
em estruturas mais simples por meio de reagdes bioquimicas (Alimi et al., 2018; Ho et

al.,2018; Bahl et al., 2021).

Os métodos de biodegradagdo t€ém um enorme potencial para fornecer uma
alternativa mais limpa e ecoldgica. Desde a ultima década, a pesquisa em torno do

isolamento de novas linhagens microbianas hébeis na degradacdo do plastico ganhou
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interesse global (Danso et al., 2019; Rai et al., 2021). Os MPs servem como fonte de
carbono para os MOs quando eles realizam a colonizacdo, além de auxiliarem o
crescimento de outros organismos (Yuan et al., 2020). Ap6s o sucesso da colonizagdo na
superficie dos PL, os MOs sintetizam e liberam enzimas intracelulares e extracelulares,
dando inicio as etapas de biodeterioracao, biofragmentagao, assimilagdo e mineralizagao

(Tiwari et al., 2020).

Na biodeterioragdo, a etapa inicial, as enzimas liberadas na superficie do PL
comegam a agir, alterando as propriedades fisicas e quimicas e enfraquecendo as ligacdes.
Na biofragmentacdo ocorre a clivagem dos polimeros complexos em formatos mais
simples, como oligdmeros, dimeros e mondmeros. Para que a assimilacdo seja feita, esses
polimeros mais simples sdo metabolizados por enzimas intracelulares, tendo entdao suas
moléculas incorporadas por MOs. Por fim acontece a mineraliza¢ao que ¢ a producao de
metabolitos oxidados, tais como dioxido de carbono, agua, nitrogénio (Tiwari et al., 2020;

Amobonye et al., 2021).

Os fatores que afetam a biodegradac¢ao na natureza sdo variados. As interagdes
que afetam a degradacdo de MPs ainda ndo estdo muito elucidadas. Entretanto, existem
dois pontos principais: um relacionado aos MOs, crescimento € manutengdo, € outro
relacionado as caracteristicas fisico-quimicas do MPs e sua interagdo com o ambiente. Os
MPs sofrem influéncia de caracteristicas como densidade, peso molecular e
cristalinidade, além de substituintes e aditivos presentes em nas estruturas (Wilkes et al.,

2017; Yuan et al., 2020).

A biodegradacdo, quando no ambiente externo, sofre influéncia principalmente de
luz, calor e umidade. Esse impacto inclui duas singularidades, de um angulo o ambiente
afeta o crescimento e metabolismo de MOs, incluindo a biomassa microbiana e atividade
de degradacao, que por ndo estar em ambiente controlado, pode ser realizado por mais de
uma espécie. Por outro angulo, o ambiente de oxidagdo externa pode causar
envelhecimento e danos as MPs, o que também acelera a degradagao e utilizagdo dos MPs
pelos MOs (Wilkes et al., 2017; Tiwari et al., 2020; Yuan ef al., 2020; Amobonye et al.,
2021).

Alguns tipos de polimeros requerem geralmente condi¢oes de umidade e
temperatura altas para biodegradacdo, sendo aproximadamente 70% de umidade e 55 °C,

condi¢des que nem sempre sao encontradas no ambiente natural. Contudo, a abundancia
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de MOs também tem um impacto significativo no nivel de degradacdo dos MPs, sendo
mais comum no ambiente natural (Liao, 2021). Por fim, ¢ possivel notar uma lacuna nos
padrdes e métodos de teste para averiguar a biodegradabilidade de PL em ecossistemas

de 4agua doce (incluindo lagos, corregos e rios) e ambientes marinhos (Harrison et al.,

2018).

Diferentes MOs podem realizar a biodegradagdo e nos ultimos tempos diversos
actinomicetos, algas, bactérias e fungos estdo sendo estudados com esse intuito,
totalizando hoje mais de 400 microbios registrados como capazes de degradagdao do
plastico (Lear et al., 2021). Contudo, a taxa de degradacdo de MPs parece ser
relativamente lenta, retardando assim a utilizagdo desses para aplicagdes industriais em
tempo real. Ao mesmo passo que fungos de diferentes espécies tém se mostrado
potenciais degradadores, tendo em base a sua capacidade de utilizar esses polimeros como

fonte primaria/inica de carbono ou energia (Amobonye et al., 2021; Asiandu et al., 2022).

1.4 Fungos filamentosos como microrganismo degradador

Os fungos filamentosos (Ffs) sdo organismos de um grupo taxondmico grande,
encontrados em todos os habitats do mundo e crescem como uma rede de células
conhecidas como hifas. Como vivem em ambientes diversos, produzem enzimas naturais
para degradacdo, pois sua nutricdo ¢ baseada em saprofagia (material morto em
decomposicdo), parasitismo e/ou predacdo. S@o importantes manutentores dos ciclos
biogeoquimicos da terra e de seus nutrientes essenciais. Os Ffs sdo vastamente utilizados
em diversos segmentos industriais devido a alta capacidade de produzir metabdlitos

secundarios (Sanchez, 2020; Amobonye et al., 2021; Liibeck et al., 2022).

Os Ffs sdao reconhecidos por serem uma opg¢ao para remog¢ao de elementos
contaminantes do solo, pois desenvolveram uma resisténcia a diferentes tipos de
poluentes (Soares, 2011; Dacco et al., 2020). Esses organismos sao eximios
biodegradadores de uma variedade de compostos, incluindo os MPs. Os Ffs isolados de
ambientes extremofilos merecem destaque, uma vez que sobrevivem em condi¢des
extremas de pressdo, temperatura, salinidade e auséncia de nutrientes (Barone et al.,

2019).
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A complexidade da biodegradacao do PL se deve as suas caracteristicas quimico-
fisicas e geralmente esse processo envolve o crescimento de fungos em sua superficie.
Esses MOs utilizam o PL para sua nutri¢do, secretando enzimas como cutinase, lipase,
proteases, carboxilesterases, esterases, enzimas lignoceluloliticas e alguns ions pro-
oxidantes para degradar o polimero de elevado peso molecular em baixo peso molecular

(Srikanth et al., 2022; Temporiti et al., 2022).

Atualmente, muitos estudos estdo sendo realizados para averiguar quais fungos
sao degradadores de PL. Amobonye et al. (2021) destaca que género Aspergillus ¢ um
dos mais reportados quanto a capacidade de biodegradar MPs. Saenz et al. (2019) avaliou
a capacidade dos Ffs A. niger e A. terreus, obtidos em um manguezal equatoriano, no
processo de biodegradacdo de polietileno de baixa densidade (LDPE) para aumentar a
taxa de degradagdo sem nenhum pré-tratamento, obtendo entdo até 30% de perda de peso
de MPs. Os Ffs, 4. clavatus, A. fumigatus e A. niger sdo mais algumas espécies de
Aspergillus isoladas de diferentes habitats terrestres e demonstraram biodegradar PE
(Gajendiran et al., 2016), PU (Osman et al., 2018) e PP (Usman et al., 2020),
respectivamente. Outros géneros e espécies de fungos estudados para degradacdo sdo
também Cephalosporium, Cladosporium, Fusariumsolani, Alternariasolani, Spicaria
sp., Geomycespannorum, Phanerochaete, Phoma sp., Penicillium sp. (Muhonja et al.,

2018; Ru et al., 2020; Zhang et al., 2020; Venkatesh et al., 2021).

O papel dos fungos marinhos e algumas estratégias mais comuns para a
degradacao de varios tipos de polimeros também estdo sendo avaliados (Iram et al., 2019;
Zeghal et al., 2021). Com base na literatura revisada por Ekanayaka et al. (2022) foi
constatado 200 registros de fungos capazes de realizar a biodegradagdo e estes entdo
classificados taxonomicamente, sendo pertencentes a trés grandes filos de fungos,
Ascomycota, Basidiomycota e Mucoromycota. Contudo, existem também estudos para
realizar o aprimoramento da biodegradacdo fungica utilizando métodos para pré-
tratamento, como diferentes substratos envolvendo diferentes alteracdes, como foto-
tratamento e temperatura regulada, pré-tratamento com acido, além de uma variedade de
aditivos (Corti et al., 2010; Mahalakshmi; Andrew, 2012; Jeyakumar et al., 2013;
Sanchez, 2020).

Diante das problematicas apresentadas pela presenca de MPs no meio ambiente e

o papel dos Ffs na biorremediagdo, o presente estudo ¢ importante para fomentar a
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possibilidade de biodegradacao de polimeros por organismos, retirados da biota local sem

técnicas acelerantes desse processo.
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2 OBJETIVO

Identificar fungos filamentosos oriundos de sedimentos do manguezal e apicum

com capacidade de biodegradar microplastico de polietileno

14



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Microplastico

MPs de PE obtidos no comércio local de Sdo Vicente/SP foram utilizados como
material polimérico para os ensaios. Os MPs possuem granulometria maxima de 600 pm,
indice de fluidez (190 °C / 2,16 kg) de 27-33 g.10 min"!, densidade aparente maxima de
370 g.L! e ponto de fusdo de 100-122 °C.

Aliquotas iniciais de 25 g de MPs de PE foram peneiradas em malhas com
intervalo de 500, 355, 250, 180, 125 e 63 pm utilizando vibrador mecanico para avaliagao
de faixas de tamanho existentes. O material retido em cada peneira foi analisado com o
auxilio de estereoscopio para avaliagao de cada categoria morfologica existente, como
descrito por Hidalgo-Ruz (2012). Posteriormente, maiores quantidades de massa foram
peneiradas e submetidas ao processo de selecdo manual de forma que foram selecionadas

microesferas pléasticas para maior homogeneidade das amostras.

Ao final, os MPs de PE selecionados foram esterilizados com alcool 70%, secos

em temperatura ambiente e, em seguida, irradiados com luz UV durante 30 minutos.

3.2 Coleta e analise de sedimento

Amostras de sedimentos foram obtidas na 4rea de manguezal e apicum do Rio
Una Prelado na Esta¢do Ecologica de Juréia-Itatins, em Peruibe/SP (Figura 1). A cada
ponto de amostragem, cerca de 50 g de sedimento foram coletados a uma profundidade

de 1 a 5 cm em um quadrante de 5 cm?.
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Figura 1. Area de coleta de sedimentos a beira do Rio Una Prelado, Peruibe/SP (Google Earth, 2022).

Nota: Os pontos de coleta de sedimentos apresentam as coordenadas: Manguezal Q1 (24°26°2.30”S,
47°5°57.970), Manguezal Q2 (24°26°1.9’S, 47°5°57.7°0), Manguezal Q3 (24°26°1.1’S, 47°5°57.670),
Apicum QI (24°25°58.9”S, 47°5°56.5°0), Apicum Q2 (24°25°58.2”S, 47°5°57.6”0) ¢ Apicum Q3
(24°25°58”S, 47°5°56.8”0).

Para um maior conhecimento da area onde foram isolados os fungos, foi realizado teste
de teor de matéria organica a partir do sedimento (Calvet; Tucker, 1988; Lewis;
McConchie, 1994). Inicialmente cerca de 10 g do material imido de cada ponto de coleta
foi seco por 24 h a 40 °C. Apos a secagem, foi utilizado um almofariz para desagregacao
do sedimento seco e realizada a pesagem das amostras (Ps). Em seguida, cada amostra
foi colocada em béquer de 1.000 mL contendo peroxido de hidrogénio (50 vol.) e
posicionada sobre placa aquecedora (60-70 °C) para remocdo de matéria organica
presente. Cessada a reacdo, o volume do béquer foi completado com 600 mL com agua
destilada, retirando entdo os remanescentes organicos flutuantes, com ajuda de uma
pequena peneira. Posteriormente, a amostra foi lavada e filtrada com agua destilada e seca
em estufa a 50 °C por 12 h. Por fim, foi pesado o material seco (Pf). Deste modo, o teor

de matéria organica foi definido a partir da formula:
TMo = [(Ps— Pf)/Ps]x 100

A demanda do teor de matéria organica entdo em avaliar se o Ff com maior capacidade
de biodegradacao de PE ¢ proveniente de um local com muita ou pouca disponibilidade
de matéria organica. Visto que os Ffs no solo se nutrem pela absor¢ao da matéria organica,

sendo entdo os principais responsaveis por essa decomposicao (Alexopoulos et al., 1996).
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3.3 Isolamentos de fungos filamentosos

10g de sedimento foram adicionados de forma individualizada a um frasco
Erlenmeyer de 250 mL que continha 45 mL de solugdo salina e Tween 80. A mistura foi
posta em agitador rotativo a 100 rpm, temperatura constante de 30 °C por 1 h. A suspensao
resultante foi filtrada a vacuo utilizando papel filtro qualitativo (45 pm) e diluida em série
(10”). Um volume de 20 pl da suspensio foi inserida em placa de Petri contendo agar de
batata dextrose (PDA) e incubada a 30 °C por um periodo de 7 dias. As coldnias fingicas
morfologicamente distintas foram subcultivadas e incubadas nas mesmas condigdes.
Apbs o isolamento das colonias puras, os Ffs foram examinados microscopicamente por
aplicacdo de técnica de microcultivos e identificados ao menor nivel taxonomico de
acordo com os procedimentos descritos por Barnett ¢ Hunter (1998). As placas foram

incubadas em duplicata.

3.4 Selecio de linhagens fingicas biodegradadoras de microplastico de polietileno

Foram avaliados 4 isolados fungicos (MQI1A, MQI1B, AQ2A ¢ AQ3A) quanto a
capacidade de biodegradar MPs de PE utilizando os protocolos adaptados de Pago et al.
(2017) e Ameen et al. (2015). Cinco discos (5 mm) de micélio fingico previamente
crescido em PDA, foram adicionados a um frasco Erlenmeyer de 250 mL que continha
50 mL de meio de crescimento minimo (MM: 2 g.L-1 de glicose, 2 g.L-1 de extrato de

malte e 0,1 g.L-1 de peptona) e 0,05 g de MP de PE.

As réplicas foram mantidas e amostradas apos 7, 14, 21 e 28 dias. O tempo total
de incubagdo total foi de 28 dias a uma temperatura de 30 °C sob uma agitacdo de 150
rpm. Foi feito o conjunto controle formado pela inoculagdo de micélio fiingico em meio
de crescimento, para observar o crescimento da biomassa em meio ausente de MP. Ja o
controle por inoculagdo de MPs de PE em meio de crescimento sem o micélio fungico,
para verificar os efeitos derivados de sua presenca no meio, foi mantido apenas na
primeira e na ultima semana de avaliagdo. Ao final de cada periodo, os ensaios passaram

por avaliagdo de crescimento celular (3.5.1) e avaliagao de MP residual (3.5.2).
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3.5 Técnicas e parametros analiticos de biodegradacao

3.5.1 Avaliacado de crescimento celular

Finalizados os ensaios, as amostras foram peneiradas e a biomassa fungica foi
lavada com agua destilada e separada dos MPs por peneiramento com malha de 500 pum.
Apobs esse processo, a biomassa passou por filtracdo a vacuo utilizando papel filtro
qualitativo (45 um) com o objetivo de remover a umidade. Em seguida, a biomassa foi
inspecionada a fim de identificar e extrair possiveis MPs aderidos. Ao final, a biomassa

foi submetida a secagem a 60 °C por 4 h para exame de peso seco.

3.5.2 Avaliagdo do microplastico residual

O material resultante do peneiramento, que continha MP, passou por secagem a
40 °C por 24 h seguido do registro do peso seco para analisar possivel perda de massa.
Quando observados MPs com massa fungica, esses foram tratados com agua oxigenada
30% durante 1 h de acordo com o método utilizado por Duan et al. (2020) e Wang et al.
(2021) para remocao de matéria organica. Apds o tratamento os MPs foram lavados com
agua destilada, filtrados a vacuo com papel filtro qualitativo (45 pm) para a remog¢ao da

umidade e secados novamente a 40 °C por 24 h.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Tamanho e morfologia dos microplasticos de polietileno

ApOs o peneiramento e a pesagem do material retido nas peneiras a aliquota inicial
permitiu verificar que as classes de 250 um e 355 um foram as mais numerosas, sendo
que a classe de 250 um conteve aproximadamente 6,9 g de MPs de PE. J4 as classes de
355 um, 180 um e 125 pum obtiveram aproximadamente 5,6 g, 4,6 g ¢ 4,9 g de MPs,

respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Massa de 25 g de microplasticos de polietileno de acordo com classe granulométrica

Classe granulométrica (um) Massa (g)

500 0,2
355 5,6
250 6,9
180 4,6
125 4,9
63 1,7
Fundo 0,3

Utilizando como base estudos que investigaram a faixa granulométrica de MPs, ¢é
possivel encontrar em maioria MPs de PE abaixo de 1.000 pm. Sun et al. (2021)
realizaram um estudo em peninsulas chinesas onde 80% do MP estava na faixa de 53-300
um, sendo PE a maior porcentagem em todos os locais. No leito do rio Nakdog, na Coreia
do Sul, foram encontradas na superficie da 4gua MPs menores que 300 pm, representando
aproximadamente 75% das quantificadas, e no sedimento MPs menores que 300 um

representaram 81% (Eo et al., 2019).
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A avaliacao da morfometria do MPs de PE possibilitou observar trés morfologias:

microesferas, microfibras e microfragmentos (Figura 2).

Figura 2. Morfologia do microplasticos de polietileno. A: microparticulas gerais,

B: microfibra, C:microfragmento e D: microesfera. Imagem do autor, 2023

As microesferas nao tém sido encontradas em grande quantidade em organismos,
ao contrario das microfibras e microfragmentos que sd3o mais vistos em alimentos € no
sistema digestivo. Em cetidceos na costa da Gra-bretanha foram encontrados
aproximadamente 84% de fibras e 16% de fragmentos, sendo de 500-1.000 um os
tamanhos mais encontrados (Nelms et al., 2019). Contudo, as microesferas vém sendo
encontrados em pequenas por¢des em animais que sao base da cadeia trofica, como peixes
e bivalves, representando um possivel risco para satde humana devido a seu consumo

(Smith et al., 2018; Ding et al., 2021; Wang et al., 2021; Sridhar et al., 2022).

Contendo poucos resultados com microesferas em organismos, pode-se observar
maior presenca em sedimento e em aguas superficiais. Crew et al. (2020) analisaram as
microesferas, menores que 400 pm, que representaram 95% de MPs encontradas em
sedimento bentdnico no Rio Saint Lawrence, no Canada. Na Alemanha, Scherer et al.
(2020) observaram na superficie do rio Elba microesferas representando 20% e no

sedimento microesferas representaram 35,5%. Pozdnyakov et al. (2020) constataram na
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agua aproximadamente 1% de microesferas, em sedimento de fundo encontraram cerca
de 4% de microesferas dos MPs, em amostras da Baia de Neva, no Golfo da Finlandia,
mostrando que a quantidade de microesferas pode sofrer variagdo de acordo com a

localidade estudada.

No que se refere aos MPs de PE foram encontrados estudos na Ilha Salinan, Italia,
Renzi et al., 2020 encontraram no sedimento aproximadamente 20% de PE, como em
Fars, Ira, que PE representou 20,5% na faixa de 1-100 um (Abassi et al., 2021). Sarkar et
al. (2019) analisaram no Rio Ganges, India, sedimentos da margem do rio onde PE

representou aproximadamente 30% dos MPs encontrados.

4.2 Analise de sedimento

Os teores de matéria orgénica apresentaram porcentagens conforme descrito na
Tabela 2. As maiores porcentagens foram verificadas nos pontos MQ1, MQ3, MQ2 e
AQ2.

Tabela 2. Teor de matéria organica de cada quadrante de manguezal (M) e apicum (A)

Identificacdo PI umido Ps PfMo Teor de M.O. (%)

AQl 10g 74 67 9,5
AQ2 10g 7,5 63 16,0
AQ3 10g 7.5 67 10,7
MQI 10g 4,7 3.2 31,9
MQ2 10g 66 55 16,7
MQ3 10g 62 48 22,6

Legenda: PI imido: peso inicial imido; Ps: peso sedimento seco; PfMo: peso final apds ataque com
acido; Teor de M.O: teor de matéria orgénica

4.3 Isolamentos de fungos filamentosos

Foram isoladas 58 coldnias fungicas derivadas dos pontos de sedimento, de modo

que 6 isolados puros foram obtidos. Em todos os pontos foram isolados linhagens
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fingicas, porém para esse trabalho e para os testes com MP foram escolhidas colonias
dos pontos MQI1, AQ2 e AQ3. Desses foram escolhidas quatro linhagens de coldnias
puras para os proximos testes, essas foram chamadas de MQ1A, MQ1B, AQ2A ¢ AQ3A
(Tabela 3).

Tabela 3. Identifica¢do dos isolados e seus respectivos géneros

Identifica¢ao Género

MQIA Penicillium sp.
MQIB Trichoderma sp.
AQ2A Rhizopus sp.

AQ3A Aspergillus sp.

As amostras do sedimento de Manguezal demonstraram a presenga de Penicillium
sp. (MQ1A) (Figura 3), Trichoderma sp. (MQ1B) e (MQ2A) (Figura 4 e 5) e Aspergillus
sp. (MQ3C) (Figura 6). Na amostra de Apicum, foi encontrada a presenga de Rhizopus
sp. (AQ2A) (Figura 7) e Aspergillus sp. (AQ3A) (Figura 8).

Figura 3. MQ1A: Penicillium sp. A:macromorfologia e B:micromorfologia
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Figura 6. MQ1C: 4spergillus sp. A:macromorfologia e B:micromorfologia
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Figura 8. AQ3A: Aspergillus sp. A:macromorfologia e B:micromorfologia

Nos ultimos anos houve o aumento dos estudos com MOs que degradam MPs,
esses tém buscado novos potenciais principalmente com Ffs provenientes de ecossistemas
marinhos. Maheswaran et al. (2023) realizaram um estudo onde a biodegradacao de PET
foi por um combinado de dois isolados bacterianos (Sarcina aurantiaca e Bacillus
subtilis) e dois fungicos (Aspergillus flavus eAspergillus niger), de modo que obteve

aproximadamente 29% de perda de peso em um periodo de 60 dias.

Recentemente, as interagdes plastico-fungos em ambientes marinhos foram
revisadas por Zeghal et al. (2021), que listou mais de 60 registros de Ffs identificados em
nivel de espécie. Em outro estudo isolaram 45 espécies de Ffs de dgua marinha e
sedimentos de Manguezal, sendo que sete desses demonstraram a capacidade de degradar
PE, entre eles Aspergillus flavus, A. terreus, Penicillium duclauxii e P. vinaceum (Ameen
et al.,2015). Devi et al. (2015) isolaram Aspergillus tubingensis VRKPT1 e Aspergillus

flavus VRKPT2 de residuos de PL despejados na area costeira no golfo de Mannar, na
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india. A perda de peso do PE de com VRKPTI ¢ VRKPT2 foi de 6,02% e 8,51%,

respectivamente.

4.4 Selecio de linhagens biodegradadoras de microplastico de polietileno

A triagem de biodegrada¢dao de MPs de PE pelas 4 linhagens fungicas permitiu
observar os resultados observados na Figura 9. E possivel observar a biomassa de todos
os fungos analisados e sua relagdo com o PE residual, onde pode-se observar as barras
representando a biomassa e as linhas do MP residual. Conforme o tempo foi avangando,
o MP foi reduzido, sendo constatado com a queda das linhas e a variagdo da biomassa.
Em geral, a perda de massa dos MPs ¢ um importante indice de monitoramento de

biodegradacao de MPs como observado por Zhang et al. (2020).
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Figura 9. Ensaio de biodegradacio de microplastico de polietileno, com biomassa e polietileno residual
dos isolados

Em MQI1A (Penicillium sp.) pode-se observar a queda da média do MP residual
a cada 7 dias tendo uma perda de peso de 19% de MP (Figura 10). Foi registrado o
aumento da média da biomassa, exceto no tempo de 21 dias, onde o fungo sofreu uma
perda de aproximadamente 2% em termos de biomassa. Na literatura existem exemplos

conhecidos da biodegradagdo de PE por fungos, incluindo Penicillium sp. Singh ¢ Gupta
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(2014) avaliaram a degradacao de MPs de PE, com Penicillium sp. e a taxa de degradagao

foi de 24%.
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Figura 10. Ensaio de biodegradacdo de microplastico de polietileno, com biomassado isolado MQ1A e
polietileno residual

Khan ef al. (2021) isolaram 16 fungos de um aterro na India, desses na triagem
escolheram o isolado Penicillium citrinum para o estudo de biodegradagdo. O PE
demonstrou perda de peso de 38,82% sem pré-tratamento, com o estimulo do pré-
tratamento com acido nitrico a biodegradagao foi significativamente estimulada e a perda
de peso foi de 47,22%. Esse foi o primeiro estudo que apresentou alta competéncia de P.

citrinum na degradacdo do PE sem pré-tratamento prévio.

Penicillium sp. também vem sendo muito estudado para remediacdo de outros
contaminantes. Isolados foram testados quanto a capacidade de degradacdo do alcool
polivinilico (PVA), a maior porcentagem de degradagado foi registrada para Penicillium
polonicum com 25,7% de degradacao, refor¢ando assim a importancia do estudo com

MOs para varios tipos de poluentes (Metwally et al., 2022).

Em MQI1B (Trichoderma sp.) pode-se observar que houve também uma queda na
média de MP residual, sua perda de peso foi de 37%, houve perda significativa no peso
da biomassa depois do momento do &pice, sendo essa de aproximadamente 80,5% (Figura
11). Munir et al. (2018) avaliaram o desempenho de Trichoderma viride e constatou

degradacao de 6,63% em 45 dias com filmes de PE.
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Figura 11. Ensaio de biodegrada¢ido de microplastico de polietileno, com biomassa do isolado MQ1B e
polietileno residual

Sowmya et al. (2014) realizaram um estudo com Trichoderma harzianum, que
utilizou enzimas fungicas (lacase e peroxidase) do proprio isolado como pré-tratamento,
o que resultou em uma redugdo de massa de 0,5% nos MPs tratados com lacase e de perda
de massa de 0,6% com os tratados com peroxidase, ambos apds 10 dias de incubacio. Ha
muitos tipos de pré-tratamentos, como a utilizacdo de Ultravioleta que aplicadas a uma
variedade de MPs de PE pode dar resultados positivos (Malachova et al., 2020). Novotny
et al. (2022) mediu a reducao de massa de filmes de PVC virgem quando degradados com
T. hamatum e obteve degradagdo de aproximadamente 20% apds 60 dias, demonstrando

a resposta de Trichoderma sp. em outro tipo de PL.

MPs e pesticidas copoluem o solo € o ambiente aquatico. Testar a resisténcia de
Ffs e poluentes, e sua a capacidade de degradacdo ¢ uma questdo que atualmente esta
ganhando espaco. Jasinska et al. (2022) observaram o estresse oxidativo induzido por
MPs em Trichoderma harzianum, que ja € conhecido por ser um Ffs degradador de
metolacloro. Os autores concluiram que a producdo de biomassa e biodegradagdo de
metacloro pelo fungo 7. harzianum nao ¢ afetada por MPs, contudo a presenga dos dois
poluentes levou a uma reducdo na integridade da membrana celular e os outros resultados
mostraram que as MPs geram estresse oxidativo em células de 7. harzianum. Entender a

interacao de MPs e fungos pode ser um ponto de partida para novas pesquisas.
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Em AQ2A (Rhizopus sp.) foi verificado queda da média do MP residual obtendo
perda de peso de aproximadamente 35% e sofreu uma perda de aproximadamente 32,6%
de biomassa (Figura 12). Seenivasagan et al. (2022) obtiveram um isolado fungico,
identificado como Rhizopus oryzae, de um local de descarte de PL, comprovando a
degradacao de PE por aumento de biomassa e reducao do peso do MP (60%), no periodo
de 60 dias sem utilizacdo de pré-tratamentos como no presente estudo, corroborando com

os resultados deste que obteve 37,3% de degradagdo em 28 dias.
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Figura 12. Ensaio de biodegradagdo de microplastico de polietileno, com biomassa do isolado AQ2A e
polietileno residual

Harrat et al. (2022) avaliaram a biodegradabilidade de pedacos de uma mesma
sacola plastica (0,2, 0,4 ¢ 0,6 g) de PE. Nas pecas de 0,4 g e 0,6 g houve uma diminuicao
no peso da sacola de 20%. Além disso, a biodegrada¢do com Rhizopus sp. de pedacos de
sacolas foi examinada na agua do mar, agua da torneira e com solo. Em meio natural, a
maior diminui¢do de peso foi diferente dependendo do substrato: 5% em agua do mar
para a peca de 0,2 g, 10% em agua da torneira para a pega de 0,4 g e 8% em solo para a

peca de 0,4 g. Esse estudo mostra a versatilidade dos fungos em variados meios.

No ensaio com AQ3A (Aspergillus sp.) a perda de peso de MP foi de 45% (Figura
13). E notavel que o ganho de massa apos sete dias de ensaio foi pouco, e a taxa de
consumo do PE também foi baixa. Podendo indicar que o isolado estava consumindo sua

reserva energética, apds esse periodo houve aumento da biomassa, indicando um possivel
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consumo do meio seguido dos MPs de PE. Fungos Aspergillus sp. sdo conhecidos por

participarem na degeneracao de PE (Chattopadhyay et al., 2022).
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Figura 13. Ensaio de biodegradacdo de microplastico de polietileno, com biomassa do isolado AQ3A e
polietileno residual

Eldin et al. (2022) isolaram MOs de manguezal, entre eles Aspergillus terreus,
para ensaios com pedacos de sacolas de PE, onde esse provou sua superioridade ao atingir
24% de perda no peso da amostra de sacolas. Muhonja ef al. (2018) constataram que a
maior atividade de degradacdo com folhas de PE foi uma redugdo de peso média de 36,4%

atribuida a Aspergillus oryzae, isolado de lixao no Quénia.

Jayaprakash et al. (2018) também analisaram a degradagdo de PE com 4. oryzae
porém utilizando pré-tratamento com acido palmitico, o PE apresentou 33% de perda de
peso no MP de cor preta e 40% de perda de peso no MP de cor verde, no periodo de 90
dias. Mostrando que a eficiéncia de espécies de Aspergillus aumenta com a utilizacao de

pré-tratamento.

Com relagdo aos controles, que tinham auséncia de MPs de PE, os isolados
demonstraram crescimento um pouco abaixo que os tratamentos, mostrando que houve
mais producdo de biomassa pelo indculo apenas quando estava com o MP. Entretanto, no
geral, tanto no tratamento quanto nos controles, foi observado que entre 0 14° e 0 21° dia
todos apresentaram um crescimento curto de biomassa seguido de um declinio. Sugerindo

entdo que nos primeiros 15 dias houve consumagdao minima do meio e a possibilidade do
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proprio isolado ter feito uso de sua reserva energética como fonte de nutrientes, ao final
desse consumo pode ter-se iniciado o consumo total do meio, justificando a perda de

biomassa por auséncia de nutrientes proprios.
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5. CONCLUSAO

Este estudo avaliou o potencial de linhagens flingicas isoladas de ambiente
marinho em degradar MPs de PE com morfologia de microesferas. Na literatura nao ¢
muito ocorrente estudos com microesferas, por isso apresentamos também uma
diversidade de fungos com capacidade de biorremediagdo. Esse estudo atende a Agenda
2030 proposta pela Organizac¢ao das Nagdes Unidas nos objetivos 14 e 15, respondendo
a atual necessidade de novas alternativas para minimizar € mitigar a presenca destes

materiais nos ecossistemas, principalmente no marinho.

A linhagem fungica Aspergillus sp., demonstrou o melhor resultado com a
biodegradacdo. Até entdo ficou evidenciado que este organismo cresce em meio de
crescimento minimo na presenga de MP, o que sugere que esse fungo utilizou MP como
substrato. A andlise da matéria organica do local de onde o fungo foi isolado mostrou teor
de valor médio. Mais estudos sdo necessarios para avaliar os provaveis mecanismos dos
fungos em usar o PE, e outros tipos de MPs, como substrato. No futuro além de mais
estudos para acelerar a utilizagdo dessa técnica para biodegradacao em grande escala,
também se faz necessario trabalhos mais completos indicando outras técnicas e
parametros analiticos de biodegradagdo, como demanda bioquimica de oxigénio,
liberacao de CO», produgao de enzimas e analises como redugdo ou aumento no teor de

lipidios e proteinas, além de varia¢do na concentracgao de carboidratos.
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