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RESUMO

Bardaji, D. K. R. Isolamento de bactérias com potencial para biodegradacao de plasticos.
2018. 83 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2018.

Os plasticos sdo moléculas poliméricas de cadeia longa. O pléstico é versatil, leve, flexivel,
resistente a umidade, forte e economicamente viavel. Essas qualidades atraentes levam a um
consumo excessivo de bens plasticos. No entanto, eles sdo durdveis e muito dificeis de
degradar pelo que os materiais plasticos que sdo usados na fabricacdo de tantos produtos se
tornam residuos com poder de permanéncia. Nossa tremenda atracdo pelo pléstico,
juntamente com uma propensdo inegavel de consumir cada vez mais, descartar, jogar lixo e,
assim, poluir, tornou-se uma combinacdo de natureza letal. A producdo anual de plasticos
duplicou nos ultimos 15 anos, alcancando 245 milhGes de toneladas, portanto, uma grande
quantidade de plésticos € acumulada no meio ambiente gerando problemas ecolégicos. O
objetivo do presente estudo foi isolar bactérias de um aterro sanitario e de uma amostra de
agua contaminada com diesel com potencial para degradar o polietileno e outros plasticos,
como o polivinil e o poliuretano. Essas bactérias foram isoladas em Ribeirdo Preto, SP,
utilizando filmes dos trés tipos de plastico como fonte de carbono e meio minimo de sais
(MMS). Apos a extracdo do DNA gendmico foi utilizada a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para detectar o gene alkB e as bactérias que apresentaram esse gene foram
identificadas e incubadas com os filmes dos plasticos (polietileno, poliuretano e policloreto
de vinil) e 0 meio MMS (90mL) por 6 meses. Apos a incubagdo foram realizadas as analises
de perda de peso, dos espectros obtidos por Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada Fourier (EIVTF) e das micrografias obtidas por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) para avaliar a capacidade de biodegradacdo dos isolados. Foram realizados
também testes de suscetibilidade antimicrobiana para conhecer o perfil de resisténcia dos
isolados. Dois isolados bacterianos apresentaram o gene alkB e foram identificados como
Paenibacillus sp. S5 e Bacillus cereus Al, respectivamente, utilizando o sequenciamento do
gene 16S rDNA. Apo6s o periodo de incubacdo foi detectada uma diferenca significativa no
peso final em relacdo ao peso inicial para os 3 tipos de plastico e também foram observadas
alteracdes quimicas pela EIVTF, como o aparecimento de novos grupos funcionais e rupturas
de ligacgdes, sendo essas alteracbes mais evidentes para os filmes de polietileno. Através da
MEV foram visualizadas mudancas fisicas, como formac&o de poros e fissuras, e colonizagdo
bacteriana na superficie plastica em todos os casos, especialmente nos filmes de polietileno.
Os resultados mais promissores foram obtidos com o isolado Paenibacillus sp. S5, na
biodegradacdo dos trés plasticos testados. Esse isolado apresentou suscetibilidade a todos os
antibidticos testados, exceto para amicacina e B. cereus Al foi resistente a 7 dos 12
antibidticos testados. Portanto, as bactérias do presente estudo, especialmente o Paenibacillus
sp. S5 podem ser utilizadas em processos de biodegradacao para a eliminacdo de plasticos do
meio ambiente.

Palavras-chaves: Contaminacdo por plasticos, biodegradacéo, perda de peso, EIVTF, MEV,
susceptibilidade antimicrobiana.



ABSTRACT

Bardaji, D. K. R. Isolation of bacteria with potencial for biodegradation of plastics. 2018.
83 f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Plastics are man-made long chain polymeric molecules. Plastic is versatile, lightweight,
flexible, moisture resistant, strong, and relatively inexpensive. Those are the attractive
qualities that lead us, around the world, to such a voracious appetite and over-consumption of
plastic goods. However, durable and very slow to degrade, plastic materials that are used in
the production of so many products all, ultimately, become waste with staying power. Our
tremendous attraction to plastic, coupled with an undeniable behavioral propensity of
increasingly over-consuming, discarding, littering and thus polluting, has become a
combination of lethal nature. The annual production of plastics has doubled over the past 15
years to 245 million tons due to their great physical and chemical properties, thus a large
amount of plastic gets accumulated in the environment generating plastic waste ecological
problems. The purpose of this study was to isolate bacteria from a waste disposal area and
also from diesel contaminated water with potential to degrade polyethylene and other plastics
as polyvinyl and polyurethane. These bacteria were isolated in Ribeirdo Preto, SP, Brazil
using plastic discs as a carbon source and a minimal salt medium (MSM). After genomic
DNA extraction, PCR reactions were performed to detect the alkB gene and bacteria that
showed this gene were identified and incubated with plastic discs (polyethylene, polyurethane
and polyvinyl chloride 5cm discs) and MSM (90mL) for 6 months. After incubation, lose
weight measurement analysis, Fourier Transforms Infra-red (FT-IR) analysis, Scanning
Electron Microscopy (SEM) analysis and antimicrobial susceptibility tests were performed to
evaluate the biodegradation capacity and the resistance profile of the isolates. Five bacteria
were isolated from soil however, only one showed the alkB gene. From water just one
bacterium was isolated which presented the alkB gene. These bacteria were identified as
Paenibacillus sp. S5 and Bacillus cereus Al respectively using the 16S rDNA gene
sequencing. A significant difference in final weight compared to initial weight was assessed
for the 3 types of plastic in both cases. Chemical changes were observed by FTIR. The
appearance of new functional groups and bond scissions were more evident for polyethylene
films. SEM visualized physical changes, such as formation of pits and cracks, and bacterial
colonization on the plastic surface in all cases especially for polyethylene films.
Biodegradation experiments demonstrated the best results for Paenibacillus sp. S5 for the
three plastics tested. Paenibacillus sp. S5 showed susceptibility to all antibiotics tested except
to amikacin and B. cereus Al was resistance to seven from 12 antibiotics tested. Hence these
bacteria, especially Paenibacillus sp. S5 can be used for biodegradation process as a
promising tool for the elimination of plastic from the environment.

Keywords: Plastic contamination, biodegradation, weight loss, FTIR, SEM, antimicrobial
susceptibility
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade e a ocorréncia de micro-organismos degradadores de polimeros é
variavel e depende do local de isolamento (solo, mar, lodo ativado, etc). Usualmente ocorre a
aderéncia e a colonizacdo dos micro-organismos na superficie dos plasticos, sendo a
degradacdo enzimética decorrente da hidrdlise do polimero em oligdbmeros, dimeros e
monodmeros de baixo peso molecular, os quais sdo finalmente mineralizados em CO2 e H20.
A degradacdo microbiana de plasticos tem sido relatada por diferentes géneros de bactérias e
fungos, entre eles, Pseudomonas, Azotobacter, Ralstonia e Bacillus, para uma ampla gama de

polimeros sintéticos (Priyanka & Archana, 2011).

Os Bacillus sdo bactérias Gram-positivas, aerobias obrigatorias ou facultativas,
catalase positivas, produtoras de enddsporos e pertencentes ao filo Firmicutes. Muitas
espécies de Bacillus podem produzir grandes quantidades de enzimas que sdo usadas em
diferentes industrias (Sing et al., 2016). Paenibacillus é um género bacteriano classificado
como anaerobico facultativo, formador de enddsporos, originalmente incluido no género
Bacillus. Bactérias pertencentes a esse género foram detectadas em uma variedade de
ambientes, incluindo solo, agua, rizosfera, vegetais e insetos, bem como no ambiente
hospitalar. Entre as espécies mais conhecidas destaca-se o Paenibacillus polymyxa, que é
capaz de fixar nitrogénio, sendo utilizado na agricultura e na horticultura (Natarajan et al.,
2013).

1.1 Plasticos

A palavra pléstico vem do grego "plastikds”, que significa que pode ser moldado em
diferentes formas. Os plasticos sé@o polimeros compostos por carbono, silicio, oxigénio,
hidrogénio, nitrogénio e cloreto (Mukherjee & Chatterjee 2014) e constituidos por um
conjunto de mondmeros unidos por ligagdes quimicas. S&o extraidos do carvdo, do gas
natural e do petréleo (Kale et al., 2015; Trivedi et al., 2016).

Os pléasticos podem ser classificados como materiais termofixos ou termoplasticos. Os
plasticos termofixos tém estrutura altamente reticuladas, enquanto os termoplasticos sao
solidos lineares que podem ser endurecidos e suavizados por processos repetidos de
aquecimento e resfriamento. Eles também sdo considerados como plasticos ndo

biodegradaveis (Raziyafathima et al., 2016; Gnanavel et al., 2012). A producdo anual de
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plasticos no mundo duplicou nos ultimos 15 anos para 245 milhGes de toneladas (Plastic
Europe, 2015).

1.2 Polietileno

O polietileno (PE) € um dos mais abundantes polimeros sintéticos produzidos
comercialmente (Gajendiran et al., 2016) e representa até 64% dos plasticos sintéticos
produzidos, sendo utilizado principalmente na fabricacdo de sacolas plésticas, garrafas e
recipientes descartaveis (Byuntae et al., 1991; Balasubramanian et al., 2010). E um polimero
termoplastico linear constituido de cadeias longas de monémeros de etileno (Figura 1). A
férmula geral do polietileno é CH2,, onde 'n" € o numero de &tomos de carbono. Existem trés
tipos principais de PE, o polietileno de baixa densidade (PEBD), o polietileno de alta
densidade (PEAD) e o polietileno linear de baixa densidade (PELBD) (Usha et al., 2011).

H H H HHMHHHHH
N 7 | | | | | | | |
c=¢C -_— -C—C—C—C—C—-C—-C—-C-

7 N I 1 1 i | 1 1 1
H H H HHHHHHH

Figura 1 - Representacdo esquematica da polimerizagdo do polietileno.

O PEAD tem poucas ramificacOes, proporcionando forcas intermoleculares e resisténcia
a tragdes mais fortes do que o PEBD. Fisicamente o PEAD é mais duro, mais opaco e pode

suportar temperaturas maiores (120°C) (Balasubramanian et al., 2010).

O PEBD é definido por uma faixa de densidade de 0,910-0,940 g/cm®. Néo é reativo &
temperatura ambiente, exceto por agentes oxidantes fortes. Pode suportar temperaturas de
80°C continuamente e 95°C por um curto periodo de tempo. E translicido ou com variacdes
opacas e € bastante flexivel e resistente, mas quebravel. O PEBD tem ramificagdo em
aproximadamente 2% dos atomos de carbono (Pramila & Ramesh 2011).

1.2.1 Contaminagdo ambiental por residuos de plasticos
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Os residuos de plastico representam 20-30% do volume total de residuos sélidos em
aterros domésticos devido a grande quantidade de residuos gerados e também porque o0s
residuos de pléstico sdo recalcitrantes e permanecem depositados em aterros por longos
periodos de tempo (Ishigaki et al., 2004).

O uso de polietileno est4 crescendo em todo 0 mundo em uma taxa de 12% ao ano e
cerca de 140 milhdes de toneladas desses polimeros sintéticos sdo produzidos em todo o
mundo a cada ano. Com uma quantidade tdo grande de polietileno acumulada no meio
ambiente e gerando problemas ecoldgicos de residuos de plastico, milhares de anos sdo

necessarios para uma degradacdo eficiente (Usha et al., 2011).

Os residuos de plastico no oceano normalmente possuem niveis bastante elevados de
poluentes organicos. Os produtos quimicos toxicos, como os bifenilos policlorados (PCB), o
nonilfenol (NP), os pesticidas organicos como o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), 0s
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), os éteres difenilicos polibromados (PEBDs) e
o bisfenol A (BPA) sdo frequentemente encontrados em detritos plasticos oceénicos (Mato et
al 2001, Rios et al., 2007; Hirai et al., 2011). Estes agentes toxicos estdo associados a muitos
problemas de sadde, incluindo comprometimento do desenvolvimento do feto
(comprometimento neuroldgico, anormalidades de crescimento e desequilibrios hormonais),
cancer, disturbios enddcrinos, alteragdes neurocomportamentais, artrite e hipometilacdo de
DNA (Schecter et al., 2010; Trudel et al., 2011; Chung et al., 2011; Zhou et al., 2011).

As sacolas de plastico de polietileno podem causar blogueio no intestino de peixes,
aves e animais marinhos, uma vez que estas sdo muitas vezes confundidas com alimentos por
mamiferos marinhos (Secchi & Zurzur 1999; Spear et al., 1995). Devido a poluicdo por
plastico no meio marinho, aproximadamente 267 espécies estdo sendo afetadas, incluindo
todos os mamiferos, tartarugas marinhas e aves marinhas (Coe & Rogers, 1997). A vida
selvagem terrestre também pode ser afetada, uma vez que o plastico pode prender-se ao
sistema digestivo e bloquear a digestdo, especialmente quando é poroso ou em forma de
sacolas. Os animais terrestres também sdo capazes de transportar detritos marinhos para
novas areas (Censky et al., 1998; Barnes & Milner, 2005).

As sacolas de compras ap0os a sua vida 0til podem ser encontradas em ruas, calcadas,
praias € no sistema de esgoto, podendo servir como um habitat adequado para vetores

causadores de doencas, incluindo os mosquitos (Njeru, 2006). Alguns locais proibiram a
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distribuicdo de sacolas plasticas por supermercados e outros estabelecimentos comerciais em
decorréncia dos diversos problemas ambientais gerados por esses compostos (Gajendiran et
al. 2016).

1.2.2 Degradacéo do polietileno

Existem diferentes métodos para a eliminacdo de plasticos, tais como incineracao,
reciclagem e aterros sanitarios (Sharma & Sharma, 2004; Deepika & Madhuri 2015),
entretanto, cada um tem suas préprias limitagdes. Os detritos plasticos em aterros também
atuam como fonte para varios poluentes ambientais secundarios. Os poluentes incluem
compostos organicos volateis como benzeno, tolueno, xileno, etilbenzeno e trimetilbenzeno,

liberados tanto como gases como contidos em lixiviados (Tsuchida et al., 2011).

Muitas vezes a incineracdo de plasticos leva a formacdo de numerosos compostos
prejudiciais a saude humana e a microbiota, sendo a maioria deles liberada para a atmosfera.
Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), compostos bifenilos policlorados (PCB),
metais pesados, radicais livres a base de carbono e oxigénio toxicos, sem mencionar
quantidades significativas de gases de efeito estufa, especialmente diéxido de carbono, sdo
produzidos e liberados quando os plasticos sdo incinerados (Tsuchida et al., 2011). Os
processos de reciclagem surgem como alternativa para contornar as deficiéncias do aterro e
da incineracdo, entretanto, € um processo relativamente caro e ineficiente. Além disso, a
presenca de aditivos e impurezas pode complicar o procedimento de reciclagem e diminuir o

rendimento e a qualidade do produto recuperado (Webb et al., 2013).

Os plasticos podem ser afetados por degradacdo quimica, térmica ou bioldgica. A
degradacdo de um polimero e afetada por muitos fatores como temperatura, umidade,
oxigénio, luz do sol, estresse, organismos vivos e contaminantes (Muthukumar & Shanthi

Veerappapillai, 2014).

A biodegradacdo ou degradacdo bioldgica consiste nos processos resultantes do ataque
de um determinado composto por um organismo Vvivo, entre eles, as bactérias e os fungos
(Kelen, 1983). Essa tecnologia oferece uma oportunidade para degradacdo de residuos
solidos de origem polimérica, sendo considerado um procedimento barato e um processo que

ndo acarreta prejuizo ao meio ambiente (Gautam et al., 2007). A biodegradacéo € de grande
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importancia para polimeros imisciveis em agua, visto que eles podem entrar em corregos de

agua impossibilitando a reciclagem ou a incineracdo dos mesmos (Shah et al., 2008).

A biodegradacdo envolve agentes microbianos, ndo requer calor e o material organico
pode ser degradado de forma aerdbica ou anaerdbica. Em aterros sanitarios e sedimentos, 0s
plasticos sdo normalmente degradados anaerobicamente, enquanto no solo ocorre a
biodegradagéo aerobica. A biodegradacdo aerdbica leva a producdo de agua e CO,, enquanto
que a biodegradacdo anaerobica resulta na formacdo de agua, CO, e metano como produtos
finais (Gu et al., 2000, Sangale et al., 2012).

A biodegradabilidade depende ndo s6 da origem do polimero, mas também de sua
estrutura quimica e das condi¢cBes ambientais. O pléstico degradavel é aquele em que a
degradacéo resulta da acdo de micro-organismos que ocorrem naturalmente, como bactérias,
fungos e algas. As sacolas biodegradaveis sdo feitas de polimeros que se degradam quando
expostos a luz solar, a agua ou ao ar (Vroman & Tighzert 2009). Qualquer mudanca fisica
(como perda de peso da amostra, resisténcia a tracdo) ou quimica (como a producdo de
dioxido de carbono) no material, sugere a degradacdo biolégica por micro-organismos
(Muthukumar & Shanthi Veerappapillai, 2015).

O polietileno pode ser suscetivel a degradacdo microbiana adicionando amido e pro-
oxidantes, os quais sdo utilizados na fabricacdo do polietileno biodegradavel (Muthukumar &
Veerappapillai, 2015). Os bioplasticos contendo amido sdo 0s mais utilizados, uma vez que o
amido melhora a natureza hidrofilica do polietileno para que este possa ser catalisado pela
enzima amilase (Trivedi et al., 2016; Shah et al., 2008).

Recentemente foi desenvolvido o polietileno biodegradavel chamado de polietileno
oxibiodegradavel, o qual é produzido com adi¢do de aditivos sob a forma de metais de
transicdo (Mn-estearato, Cu-estearato, Ni-estearato e Fe-estearato) e exposto a irradiagédo UV,
tendo, por isso, um peso molecular inferior ao polietileno convencional. Os metais de
transicdo sdo geralmente empregados como aditivos pro-oxidantes e catalisam a cisdo de PE

atraves da formacéo de radicais livres (European Bioplastics 2009; Mohan & Suresh 2015).
1.2.3 Micro-organismos envolvidos

Diferentes tipos de micro-organismo degradam diferentes grupos de plasticos

(Raziyafathima et al., 2016) (Tabela 1). O potencial dos micro-organismos degradadores de
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polietileno tem sido curiosidade desde 1961, quando Fuhs et al. (1961) relatou que varios

micro-organismos podem consumir parafina como fonte de carbono.

Tabela 1 - Micro-organismos mais frequentemente associados a biodegradacdo do polietileno.

Micro-organismos Referéncias

Nanda et al., 2010; Sing et al., 2016; Kyaw et al.,
2012; Deepika and Jaya, 2015; Balasubramanian et

FEHEOTES al., 2010; Kathiresan et al., 2003; Priyanka and
Archana, 2011, Nanda and Sahu, 2010
Staphylococcus Sing et al., 2016
Bacillus Sing et al., 2016
Streptomyces Deepika and Jaya, 2015
Arthrobacter Balasubramanian et al., 2010
Moraxella Kathiresan et al., 2003
Streptococcus Priyanka and Archana, 2011
Proteus Priyanka and Archana, 2011
Micrococcus Priyanka and Archana, 2011
Lysinibacillus Esmaeili et al., 2013
Rhodococcus Gilan et al., 2004, Bonhomme et al., 2003, Nanda

and Sahu, 2010

A capacidade de degradar polimeros depende das enzimas produzidas pelos micro-
organismos, as quais convertem os polimeros em oligbmeros e depois em monémeros. Estes
produtos solUveis em A&gua, clivados enzimaticamente, sdo absorvidos pelas células
microbianas como fonte de carbono onde sdo metabolizados (Vasile 1993). Até o presente
momento sdo descritos 19 géneros de bactérias e 12 géneros de fungos capazes de degradar o
PEBD. Esses micro-organismos sdo normalmente isolados de uma variedade de fontes, como
o solo de rizosfera de manguezais, agua marinha e de residuos plasticos de locais de despejo
(Rutkowska et al., 2002, Kale et al., 2015).

Para elucidar os mecanismos de degradacdo, duas estratégias diferentes sdo descritas na
literatura. Na primeira abordagem, estudos de degradacdo foram realizados usando linhagens

puras capazes de degradar o polietileno, sendo uma maneira conveniente de investigar rotas
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metabolicas ou avaliar o efeito de diferentes condicdes ambientais na degradacdo desse
polimero. Uma desvantagem desta abordagem € que ela ignora a possibilidade de que a
biodegradagao do polietileno possa ser resultado de um processo cooperativo entre diferentes
espécies. Essas limitacBes sdo evitadas pela segunda abordagem, na qual sdo utilizados
ambientes complexos e comunidades microbianas (Restrepo-Florez et al., 2014).

As comunidades microbianas ou consorcios microbianos sdo definidos como conjuntos
multiespecificos que coexistem em um nicho ecoldgico. Os micro-organismos do consércio
microbiano trabalham em um substrato complexo até degrada-lo em diferentes monémeros
simples (Sowmya et al., 2015). O crescimento dos micro-organismos € influenciado por
varios fatores, incluindo a disponibilidade de agua, potencial redox, temperatura, fonte de

carbono e fonte de energia (Sand 2003).

A acdo de micro-organismos em materiais poliméricos pode ocorrer de trés formas
diferentes: a) Um efeito biofisico em que o crescimento celular pode ser causado pela perda
de resisténcia mecanica em polimeros; b) Um efeito bioquimico onde as substancias
produzidas por micro-organismos podem atuar sobre os polimeros; e ¢) A agdo enzimatica
direta, em que as enzimas microbianas atacam os componentes de produtos do plastico,
promovendo rupturas oxidativas na cadeia polimérica (Maddever & Chapman, 1989).

Os genes envolvidos na degradacdo do polietileno tém sido pouco relatados na literatura.
Yoon et al. (2012) investigaram a degradacdo de polietileno utilizando hexadecano como
composto modelo e o gene alkB foi investigado. Esse gene codifica para a enzima alcano
hidroxilase, a qual catalisa o primeiro passo do processo de degradacdo dos alcanos. Na
tabela 1 estdo descritos os principais micro-organismos associados a biodegradacdo do

polietileno.

1.2.4 Mecanismos de biodegradacéo do PEBD

A biodegradacdo é influenciada por diferentes fatores que incluem caracteristicas do
PEBD, tipo de organismo e natureza do pré-tratamento (Sen & Raut 2015). Quanto a natureza
do pré-tratamento, Somyia et al. (2014) relataram que a eficiéncia de Trichoderma harzianum
e Chaetomium globosum para usar o polietileno como Unica fonte de carbono tratado com

UV era mais eficiente do que o tratamento de autoclavacgdo ou esterilizagao.
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Os mesmos resultados foram obtidos anos antes por Albertsson et al. (1987). Os autores
concluiram que os grupos carbonila sdo produzidos por radiagdo UV ou por agentes
oxidantes e que esses grupos sdo os principais fatores para o inicio da biodegradagdo. Os
grupos carbonila facilitam a acdo enzimatica, que, na presenca de &gua, forma segmentos
mais curtos de cadeias de polietileno que séo atacadas por micro-organismos, resultando em

H,0 e CO, como produtos finais.

A biodegradacao de polimeros envolve as seguintes etapas: ligacdo do micro-organismo
a superficie do polimero, crescimento dos micro-organismos utilizando o polimero como
fonte de carbono, degradagdo priméria do polimero e degradacéo final (Figura 2) (Gnanavel
et al., 2012). Estudos sobre a ligacdo do micro-organismo ao polietileno identificaram que a
principal limitacdo do processo de colonizacdo é a hidrofobicidade relativamente alta do
polimero em contraste com as superficies regularmente hidréfilas da maioria dos micro-
organismos (Gilan et al. 2004). Teoricamente, o polietileno pode ser usado como fonte de
carbono para micro-organismos, semelhante a muitos outros hidrocarbonetos. No entanto, seu
alto peso molecular limita seu uso como substrato para iniciar reacdes enzimaticas (Yoon et
al., 2012).

Os PEBDs sdo muito grandes para atravessarem as membranas celulares, entdo, devem
primeiro ser despolimerizados em pequenos mondmeros antes que possam ser absorvidos e
biodegradados pelas células microbianas (Swift, 1997). Os subprodutos do polietileno variam
de acordo com as condicdes de degradacdo. Em presenca de condi¢des aerdbicas, CO,, agua
e biomassa microbiana sdo os produtos finais de degradacdo, enquanto que em condicdo
anaerobica, CO,, agua, metano e biomassa microbiana sdo os produtos finais. Sob condicéo
sulfidogénica, H,S, CO,, H,O e biomassa microbiana sdo os produtos finais (Arutchelvi et
al., 2008).

1.2.5 Determinacédo da biodegradacéao do polietileno

A avaliacdo das mudancas visiveis nos plasticos pode ser realizada em quase todos 0s
testes. Os fatores analisados para descrever a degradacdo incluem a rugosidade da superficie,
a formacdo de furos ou fissuras, a fragmentacdo, as mudangas de cor ou a formacdo de
biofilmes na superficie. Essas mudangas ndo comprovam a presenca de um processo de
biodegradacdo em termos metabdlicos, mas o parametro de mudancas visuais pode ser usado

como uma primeira indicacdo de qualquer ataque microbiano (Gnanavel et al., 2012).
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O nivel de degradacéo de polietileno pode ser determinado por varios métodos. No nivel
topografico, a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) € utilizada para ver o nivel de
cisdo e aderéncia dos micro-organismos na superficie do polietileno antes e depois do ataque
microbiano. A micro destruicdo das pequenas amostras é amplamente analisada por uma
ferramenta importante, a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(EIVTF) e, devido a recente gradacdo deste instrumento, 0 mapa dos compostos identificados
na superficie da amostra pode ser documentado através da coleta de um grande nimero de
espectros EIVTF (Sangale et al., 2012).

. Co2, H20

Figura 2 - Etapas da biodegradacgdo dos polimeros (Fonte: autor)

A biodegradabilidade do polimero pode ser também caracterizada pela monitoracdo da
taxa de evolucdo de CO,, absorcdo de O, e taxa de crescimento dos organismos. Devem ser
seguidos varios testes na avaliacdo da degradacdo do plastico devido as seguintes razdes
(Kale et al., 2015): 1. A perda de peso pode ser devida a lixiviagdo de aditivos, incluindo
plastificantes; 2. A producédo de dioxido de carbono pode resultar da degradacéo da fracdo de
baixo peso molecular do polimero, sem degradacdo de cadeias mais longas; 3. A perda de
aditivos ou mudancas muito pequenas no plastico podem afetar a forca do plastico.
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1.3 Poliuretanos

O poliuretano (PUR) é um polimero utilizado com grande frequéncia em diversos tipos
de industrias. Os PURs foram desenvolvidos por Otto Bayer em 1937 e a producdo desses
compostos tornou-se um sucesso, sendo um negocio de bilhdes de ddlares. O consumo global
de PUR foi de cerca de 8 milhdes de toneladas no ano 2000 e o mercado de PUR global é
dominado pelas espumas rigidas e flexiveis, que em conjunto representaram mais de 65% da
demanda total de PUR em 2011 (Reisch, 1990).

Os PURs estdo presentes em muitos aspectos da vida moderna e representam uma
classe de polimeros que tem encontrado um uso generalizado na fabricacdo de dispositivos
médicos, tais como enxertos vasculares, diafragmas cardiacos artificiais e cateteres, e também
na area automotiva. Os PURs também podem ser encontrados em produtos tais como
revestimentos, adesivos, tintas, preenchimentos, elastbmeros e peles sintéticas (Reisch,
1990).

Por vérias razdes, os PURs estdo substituindo os polimeros mais antigos. O governo
dos Estados Unidos tem eliminado progressivamente a borracha clorada em fuzileiros navais,
aeronaves e revestimentos devido a presenca de compostos organicos volateis perigosos para
0 ambiente (Reisch, 1990). Os fabricantes de automdveis estdo substituindo as borrachas de
latex em assentos de carro e estofamento no interior por espuma de PUR devido a sua menor
densidade e maior flexibilidade (Ulrich, 1983).

Outra vantagem dos PURs se deve ao fato destes compostos possuirem maior
resisténcia a tracdo e pontos de fusdo, tornando-os mais duraveis. A sua resisténcia a
degradacéo pela &gua, 6leos e solventes os tornam uma excelente escolha para a substituicdo
de outros materiais plasticos. Como revestimentos, exibem excelente aderéncia para muitas
substancias, resisténcia a abrasdo, propriedades elétricas e resisténcia as condi¢Ges

atmosféricas para fins industriais (Ulrich, 1983).
1.3.1 Estrutura quimica e fisica dos poliuretanos

O PUR é um polimero em que a unidade de repeti¢cdo contém um radical uretano. Além
disso, outros grupos tais como ureia, éster, éter ou um radical aromatico também podem ser
incluidos (Bayer, 1947), entretanto, a adi¢do destes grupos funcionais pode resultar na

diminuigdo de grupos de uretano no polimero. O &omo de hidrogénio do grupo hidroxila é
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transferido para o atomo de nitrogénio do isocianato. A grande vantagem do PUR é que a
cadeia ndo é composta exclusivamente por atomos de carbono, mas inclui também
heteroatomos como oxigénio e nitrogénio. A formula mais simples para o PUR é a linear,

representada na figura 3.

0 0
(-O-R.-O-C-NH-R.2-NH-C-0)x

Figura 3 - Frmula geral dos PURs. R1 representa um grupo hidrocarboneto que contém o alcool, o
simbolo R2 representa uma cadeia de hidrocarboneto e “n” é o nimero de repeticoes.

O termo poliol é a abreviacdo para os &lcoois polifuncionais. Sdo compostos
oligomeéricos (di ou polihidroxilados), os quais, juntamente com o0s isocianatos, sao
componentes essenciais para a formacdo dos poliuretanos. Um iniciador polifuncional para a
sintese de poliois para poliuretanos elasticos é o glicerol, composto que apresenta trés grupos
hidroxilas por Mol (92g/Mol) (Oppe &

Salvagnini, 2007).

As variagdes no nimero de substituicbes e 0 espacamento entre e dentro das cadeias
ramificadas produzem PURs que véo desde a forma linear a ramificada, flexivel a rigida. Os
PURs lineares séo usados para a fabricacéo de fibras e moldagem (Urbanski et al. 1977) e os
PURs flexiveis sdo utilizados na producdo de ligantes e revestimentos (Saunders e Frisch,
1964). Espumas de plasticos rigidos e flexiveis, as quais constituem a maioria dos PURs
produzidos, podem ser encontradas em varias formas na industria (Fried, 1995). Utilizando
pré-polimeros de baixa massa molecular, varios co-polimeros em bloco podem ser
produzidos. O grupo hidroxila terminal permite que blocos alternativos, chamados
segmentos, possam ser inseridos na cadeia de PUR. Uma variagdo nestes segmentos resulta
em diferentes graus de resisténcia a tracdo e elasticidade. Os blocos que fornecem a fase
rigida cristalina e contém o extensor de cadeia sdo referidos como segmentos rigidos (Fried
1995). Aqueles que originam uma fase amorfa e de borracha contendo o poliéster/poliéter sdo
chamados segmentos macios. Comercialmente, esses polimeros em bloco sdo conhecidos

como PURs segmentados (Young & Lovell, 1994).
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1.3.2 Problemas ambientais com residuos plasticos de poliuretano

Os problemas ecologicos relacionados a poluicdo ambiental por polimeros sintéticos
como o plastico sdo preocupacdes atuais; especialmente porque sao de dificil degradacdo. Os
residuos de poliuretano sdo atualmente depositados em aterro e reciclados. Nos paises
desenvolvidos, a maior parte do PUR acaba na deposicdo em aterros (Shah, 2012). A
reciclagem de PUR é feita mecanicamente por retificacdo, colagem de espuma flexivel,
pressdo adesiva e moldagem por compressdo dos residuos de PU ou, quimicamente, por
recuperacdo da unidade de alimentacdo (recuperacdo dos mondémeros) utilizando técnicas

como a glicolise, hidrolise, pirdlise e hidrogenacdo (www.polyurethane. org, 2007).

O PUR é um dos principais residuos plasticos descartados a cada ano. Os isocianatos
que fazem parte da composi¢cdo quimica dos PURs sdo altamente tdxicos e afetam néo s6 o
trabalhador durante a fabricacdo, mas também as pessoas que vivem nas areas que circundam
as instalacdes de fabricacdo do PUR. Além de isocianatos, catalisadores de metais toxicos sdo
utilizados durante a fabricagcdo de PUR, os quais contaminam o meio ambiente. O processo
hormonal pode ser interrompido em animais expostos a esses produtos quimicos (http:

[lwww.environmentalhealth news.org).
1.3.3 Degradacéo dos poliuretanos

As reaces que levam a quebra de ligagBes quimicas e as alteracBes na estrutura
quimica do polimero podem ser realizadas por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos.
Baseando-se na natureza do agente causador da degradacdo do polimero, essas reacdes
podem ser classificadas como degradacdo térmica, degradacdo foto-oxidativa, degradacédo
catalitica, degradacdo quimica e biodegradacao (Pospisil & Nespurek, 1997).

A degradagdo ambiental de PUR depende da sua natureza quimica e da sua
composicao estrutural. Varios parametros como condig¢des durante o processamento, adicdo
de aditivos, grau de cristalinidade e propor¢do do segmento macio para o segmento duro, séo

responsaveis pela variacdo na degradabilidade do PUR (Marten et al., 2000).

A Dbiodegradacdo de PUR ocorre por dois mecanismos diferentes: (a) oxidagéo
bioldgica e (b) hidrélise bioldgica. Em geral, os poliéster-uretanos sdo susceptiveis a
degradacéo hidrolitica devido aos grupos ésteres nos segmentos macios enguanto os poliéter-

uretanos sao susceptiveis a degradagdo oxidativa (Darby & Kaplan, 1968).
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O mecanismo de hidrolise bioldgica de PUR, na presenca de enzimas de tipo hidrolase,
inclui trés passos: em primeiro lugar, a dissolucdo quimica de ligacbes éster e amida da
cadeia do polimero; em segundo lugar, a diminuigdo do peso molecular e da viscosidade; e,
finalmente, clivagem de todas as redes de polimeros (Shah et al., 2008).

A degradacdo oxidativa tem sido geralmente associada com poliéter-uretanos, uma vez
que muitos estudos determinaram que estes polimeros se degradam por captacdo do

hidrogénio-alfa adjacente ao oxigénio em poliéteres e policarbonatos (Xie et al., 2009).
1.4 Cloreto de polivinil

O Cloreto de Polivinil, comumente chamado pela sigla PVC, é um polimero
termoplastico e um dos materiais mais utilizados. Descoberto em 1835, o PVC comegou a ser
produzido comercialmente em 1927 (Folarin & Sadiku, 2011). Devido as suas caracteristicas
fisicas (simples moldagem e firmeza), seu preco baixo e processo de obtencdo facil tornou-se
um dos plasticos mais utilizados no mundo, sendo utilizado em uma ampla variedade de

aplicacdes.

O PVC pode ser considerado um polimero polivalente, pois pode se apresentar com
formatos muito rigidos (como tubos e conexfes) ou altamente flexiveis (como bolsas de
sangue, fios e cabos). E um material muito importante no setor de construgdo, sendo
encontrado em materiais de construcdo, tubos e condutos, pavimentos, revestimentos de
janelas e revestimentos de parede. Na Unido Européia, 60% do vinil é usado em aplicacdes
de construcdo. Séo utilizados 25% adicionais em eletrodomésticos e méveis (Appiaha et al.,
2017).

O cloreto de polivinil € um material de resina solida sintética, comumente conhecido
como vinil. A composicdo molecular comum dos plésticos é carbono e hidrogénio, mas
algumas caracteristicas podem ser desenvolvidas se o oxigénio, cloro, flior e/ou nitrogénio
forem adicionados a mistura (ECMSIG, 2004).

1.4.1 Estrutura quimica e fisica do cloreto do polivinil

O PVC é composto de duas matérias-primas basicas: etileno e cloro. O cloro representa

57% do peso, sendo obtido do sal comum (NaCl) pelo processo de eletrélise, e o etileno com
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43%, vindo do cragueamento do petréleo. Da reacdo dos dois produtos resulta o dicloroetano,
da onde se obtém o gés cloreto de vinil, monémero do PVC (Yadav et al., 2014).

O PVC logo é formado a partir de cloreto de vinil em um processo especial de
fabricagdo de plésticos a quente que polimeriza mondmeros toxicos de cloreto de vinil gasoso
[C.H3CI] em cadeias de polimero sélido ndo toxico [(C,H3sCl)n] (Figura 4). Apds o processo
de polimerizacdo, o PVC pode passar por diversos acabamentos, tais como extrusao, injecao,
etc (Suresh et al., 2017).

H\ /H H o
| |
C = —) = =
H/ N I
Cl H <l

Figura 4 - Representacao da polimerizacdo do PVC

A presenca do cloro é a responsavel pelas inimeras formas e propriedades do PVC.
Como possui as caracteristicas de anti-chama e auto-extinguivel, além de ser bom isolante
elétrico, é bastante utilizado na fabricacdo de cabos elétricos. E quimicamente inerte, ou seja,
ndo é afetado por acidos, bases, solugdes aquosas e mesmo fortes agentes oxidantes tém fraca
acdo sobre esse material (Folarin & Sadiku, 2011).

Devido a instabilidade da ligacdo carbono-cloro na cadeia, o polimero pode ser
degradado a temperaturas acima de 700° C e a luz ultravioleta. Ele é compativel com diversos
aditivos que, dependendo das quantidades empregadas, podem modificar completamente as
caracteristicas dos produtos finais, obtendo-se produtos transparentes ou opacos, rigidos ou
flexiveis. Os ftalatos (ou ésteres de ftalato) sdo ésteres de acido ftalico e sdo o tipo mais

comum de aditivos em geral (Van et al., 2008).

1.4.2 Problemas ambientais com residuos plasticos de cloreto de polivinil

A crescente exploracdo dos termoplasticos, especialmente o PVC, na prética
domeéstica, na atividade cientifica e nas funcbes tecnologicas tornou-se uma grande
preocupacdo ambiental (Anwar et al., 2013). A acumulagdo de PVVC no meio ambiente afeta

gravemente a fauna, a flora e a saude do solo e causa riscos para a saude humana e animal
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(Barnes et al., 2009). Na india, os residuos de PVC, aumentaram até 3,1 milhdes de toneladas

métricas em 2017.

Grandes quantidades de compostos organoclorados perigosos sdo formadas
acidentalmente e lancados no meio ambiente em varios pontos do ciclo de vida do PVC. A
formacdo de subprodutos organoclorados perigosos comecga com a producdo do gas cloro
(Thornton, 2000). Quantidades extremamente grandes (da ordem de um milhdo de toneladas
por ano) de residuos perigosos ricos em cloro sdo gerados na sintese do dicloreto de etileno
(EDC) e do mondmero de cloreto de vinilo (VCM), as matérias-primas para PVC (Hansen,
1999).

Os organoclorados tendem a ter varias caracteristicas, todas derivadas das
propriedades quimicas fundamentais do atomo de cloro. As mesmas propriedades que tornam
o cloro e os organoclorados Uteis em aplicacdes industriais, de fato, sdo responsaveis por seus
riscos ambientais (Thornton, 2000). A propriedade de reatividade faz o géas de cloro ser
extremamente reativo e o torna um agente eficaz de lixiviagdo, desinfetante e matéria-prima
quimica, mas também resulta na geracdo de uma mistura diversa de subprodutos, geralmente
contendo centenas ou milhares de organoclorados, incluindo dioxinas, sempre que o cloro é
usado (Henschler, 1994).

Os organoclorados que se quebram geralmente degradam-se em outros organoclorados,
que podem ser mais persistentes e toxicos do que a substancia original. A estabilidade torna
os organoclorados Uteis, como os plasticos e os solventes, mas permite que se acumulem e se
distribuam globalmente. A solubilidade no O6leo aumenta com cada atomo de cloro
adicionado e torna os organoclorados uUteis como solventes e fluidos dielétricos, mas é
diretamente responsavel pela tendéncia de bioacumulacdo. A toxicidade geral dos
organoclorados aplica-se a todos os tipos de efeitos tdxicos como toxicidade aguda,
subcrdnica e cronica, toxicidade reprodutiva, mutagenicidade e carcinogenicidade, tornando-
0S perigosos para 0s seres humanos e para a vida selvagem, uma vez que entram no meio
ambiente (Pinheiro & Monteiro, 1992).

Produtos perigosos também séo criados e langados no ambiente durante a incineragéo
de residuos perigosos da produgdo de EDC e VCM, incluindo a incineracdo de produtos de
PVC. Estas misturas quimicas incluem poluentes extremamente perigosos como as dioxinas
cloradas (dibenzopdioxinas policloradas), furanos clorados (dibenzofuranos policlorados),

bifenilos policlorados (PCB), hexaclorobenzeno (HCB) e octaclorotenereno (OCS). Além
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disso, grandes por¢des dessas misturas consistem em produtos quimicos que ainda nao foram
identificados ou testados (Solomon, 1993).

De particular relevancia para o ambiente e para a salde ¢ a liberacdo de ftalatos a partir
de PVC flexivel. A indUstria de plasticos argumentou que a maioria dos ftalatos tem baixas
pressGes de vapor; portanto, ndo se espera que volatilizem muito. Mas essa previsdo nao é
confirmada pela experiéncia, visto que os dados empiricos deixam claro que os ftalatos
provenientes de produtos vinilicos sdo liberados em quantidades consideraveis para a
atmosfera (Hansen, 1999).

Os estabilizadores de metais (particularmente o chumbo, o cé&dmio e o0s
organoestanicos) também podem ser liberados a partir de produtos de vinil. O chumbo é
liberado para a atmosfera a partir de persianas de vinilo e em &gua a partir de tubos de PVC.
Os efeitos toxicoldgicos destas substancias incluem danos ao desenvolvimento, neuroldgicos

e reprodutivos (Yadav et al., 2014).

1.4.3 Degradacéo do cloreto de polivinil

Cerca de 30 a 50 por cento do vinil produzido anualmente acaba no lixo. Embora
alguns materiais de construcdo tenham uma vida util relativamente longa, grandes
quantidades de vinil sdo descartadas quando a vida Util de um produto termina. Os produtos
de construgdo sdo considerados como um setor de longo prazo de uso de PVC, mas 0s
produtos de vinil em interiores comerciais sdo muitas vezes renovados bem antes de seus

componentes serem fisicamente gastos e, portanto, tém vida relativamente curta (APR, 1998).

Através do processo mecanico, quimico ou energético, o PVC proveniente do lixo
doméstico, da coleta seletiva ou da industria, pode ser reciclado, mas as taxas atuais de
reciclagem das embalagens de PVC, na Unido Europeia, sdo inferiores a 3%. Essa reciclagem
é feita por um processo parcial denominado “down-cycling”, que resulta em produtos com
uma qualidade inferior, sem vantagens ambientais ou econdémicas (European Commission,
2000).

Uma porcéo significativa de PVC descartado termina em aterros, e quase todo o resto é
queimado, as proporgdes exatas variam de um pais para outro. Em aterros sanitarios, existem
trés preocupacOes sobre a eliminacdo de PVC (Socha, 1997). Primeiro, a persisténcia do
PVC, que geralmente dura séculos em um aterro sanitario, apresenta um fardo significativo

em termos da demanda por aterros sanitarios. Em segundo lugar, a liberacdo de aditivos no



Introducdao| 18

plastico pode contaminar as aguas subterraneas. Como os ftalatos e os metais ndo estdo
ligados quimicamente ao polimero, eles podem lixiviar os produtos descartados em lixiviados
de aterro, eventualmente contaminando as &guas subterraneas. Em terceiro lugar, os incéndios
podem ocorrer durante ou ap6s o processo de eliminacgdo, liberando substéncias perigosas

para o ar, incluindo dioxinas e metais (EPA, 1998).

Incineradores de lixo e outras fontes de combustdo sdo responsaveis pela maioria das
emissdes de dioxina identificados no ambiente, e 0 PVC é a fonte predominante de geracao
de dioxina nestas instalacbes. Nos incineradores de residuos municipais, o PVC contribui
com pelo menos 80% do cloro organico e 50 a 67% do cloro total na corrente de residuos,

embora represente apenas cerca de 0,5 por cento do peso da corrente de lixo (Socha, 1997).

A biodegradacdo oferece uma alternativa para a eliminagdo do PVC com a vantagem
de um maior controle sobre o grau de degradacdo. Alguns micro-rganismos tém sido
associados a biodegradacdo do PVC como P. aeruginosa, Aureobasidium pullulans,
Rhodotorula aurantiaca e Kluyveromyces sp. (Webb et al. 2000; Kawai 2010). Curvularia sp.
Trogia buccinalis e Phanerochaete chrysosporium foram testados com bons resultados na
degradacédo da mistura PVC/policaprolactona (Martins-Franchetti et al., 2010).
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2 RELEVANCIA DO ESTUDO

A contaminacdo de solos e mananciais por diferentes agentes quimicos provoca
desgaste e consequente diminui¢do da produtividade do solo, causando danos graves a saude
da populacdo em geral. Por este motivo, ha um grande interesse em se desenvolver
biotecnologias para a descontaminagdo de ambientes poluidos por xenobidticos. A nivel
mundial, varias pesquisas tém focado no estudo da biorremediacdo de pesticidas, derivados
de petréleo e também na biodegradacéo de plasticos e outros contaminantes ambientais.

Os plasticos sdo materiais baratos, leves, resistentes, duraveis e resistentes a corrosao,
com altas propriedades de isolamento térmico e elétrico. A diversidade de polimeros e a
versatilidade de suas propriedades sdo usadas para fazer uma vasta gama de produtos que
trazem avangos médicos e tecnoldgicos, economia de energia e inUmeros outros beneficios
sociais. Como consequéncia, a producdo de plasticos aumentou substancialmente nos ultimos
60 anos.

Quantidades substanciais de plastico se acumulam no ambiente natural e em aterros
sanitarios. Cerca de 10% do peso do fluxo municipal de residuos é de plastico. O pléastico
descartado também contamina uma ampla variedade de habitats naturais terrestres, de agua
doce e marinha. Esses ambientes normalmente abrigam ainda bactérias resistentes a
diferentes classes de antimicrobianos, favorecendo a disperséo de genes de resisténcia.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo isolar bactérias com baixo nivel de
resisténcia a antimicrobianos, mas com potencial para degradacdo de polietileno, o plastico
mais amplamente utilizado no mundo, e outros plasticos como polivinil e poliuretano.

Como o estado de Sdo Paulo é uma regido de grande diversidade industrial e, em
funcdo do descarte de diversos residuos plasticos na natureza, a obtencdo de micro-
organismos com capacidade degradativa frente a esses contaminantes tem grande

importancia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
O presente projeto de pesquisa tem como objetivo obter isolados bacterianos com
capacidade para degradar o polietileno (PEBD) e outros plasticos como o polivinil (PVC) e 0

poliuretano (PUR).

3.2 Objetivos especificos
e Isolar bactérias de amostras de solo e de &gua obtidas de um aterro sanitario e de um
cérrego contaminado com diesel, com potencial para degradar o polietileno de baixa

densidade (PEBD);

e ldentificar bactérias portadoras do gene alkB.

e Estudar a biodegradacéo do PEBD, PUR e PVC pelas bactérias que possuem o gene alkB

e Analisar o perfil de resisténcia das bactérias utilizadas nos testes de biodegradacéo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras de solo

Para o isolamento de bactérias com potencial de biodegradagdo do polietileno,
poliuretano e polivinil, foram coletadas amostras de solo de uma regido de descarte de lixo.
Foram selecionados quatro pontos de coleta de amostras no Aterro Sanitario e no Incinerador
de Residuos Solidos de Ribeirdo Preto, localizado nas margens da Rodovia Mario Donega,
situado entre as coordenadas 21°10' a 21°15' de latitude Sul e 47°50' a 47°51' de longitude
Oeste.

AS: Aterro Sanitario de RP
I: Incineradogde RSS de

Figura 5 - Foto aérea do Aterro Sanitario e do Incinerador de Ribeirdo Preto e das areas
circunvizinhas (Fonte: Secretaria Municipal de Planejamento, 2002).

4.2 Amostras de agua

As amostras de &gua utilizadas no presente estudo foram coletadas de locais
contaminados com residuos tinta e 6leo diesel pela empresa AgroControl.

A empresa coletou e forneceu 2 litros de agua de cada ponto. Os frascos para coleta

foram esterilizados previamente sem adi¢do de conservantes e posteriormente acondicionados
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em caixas térmicas. A coleta da agua seguiu o protocolo do manual de procedimentos
disponibilizado pela CETESB.

4.3 Isolamento de bactérias do solo e da agua

O isolamento das bactérias do solo e da agua foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Yoon et al. (2012), com algumas modificacbes. O meio de
enriquecimento, Meio Minimo de Sais (MMS), utilizado para o isolamento de bactérias com
capacidade para degradar polietileno de baixa densidade (sacolinhas) tem a seguinte
composicao: K,HPO,4 0,5 g/L; KH,PO,4 0,04 g/L; NaCl 0,1 g/L; CaCl, x 2H,0 0,002 g/L;
(NH4)2S04 0,2 g/L; MgSO4x 7H,0 0,02g/L; FeSO, 0,001 g/L.

De cada amostra coletada, 1 g de solo ou 1 mL de agua foi adicionado a um tubo
contendo 10 mL de meio BHI (Brain Heart Infusion) (Oxoid, Reino Unido). Ap6s 24 horas
de incubacgdo a 37° C, 10 mL da cultura foram inoculados em erlenmeyer com 90 ml de MMS
contendo filmes de polietileno, cortados em pequenos discos de 5 cm de didmetro. A cada
sete dias 200 pL foram retirados e inoculados em placas com meio BHI para isolamento das
bactérias com capacidade de degradar polietileno e os filmes foram transferidos para um
novo meio de cultura MMS com novo indculo bacteriano. Este procedimento foi repetido por

guatro semanas.

4.4 Extracdo do DNA gendmico
A extracdo do DNA dos isolados foi realizada utilizando-se 0 QlAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN, Alemanha) de acordo com as recomendac@es do fabricante. O DNA foi utilizado

como molde nas reacdes de PCR.
A concentracdo e a pureza do DNA genomico foram determinadas em DS-11 +
Spectrophotometer (DeNovix, USA) utilizando os comprimentos de onda de 260 e 280 nm.
As extragdes com razdo entre 1,6 e 1,9 foram consideradas de boa qualidade devido ao baixo

nivel de impurezas.

4.5 Deteccéo do gene alkB

A deteccdo do gene alkB foi realizada com descrito por Yoon et al. (2012) utilizando as
seguintes condicdes: 5 minutos a 94°C para desnaturacdo inicial, um total de 35 ciclos,

desnaturacdo a 94° C durante 1 min, anelamento a 57° C durante 1 min, extensdo a 72° C
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durante 1 min e extensdo final a 72° C durante 10 min. A técnica de PCR foi realizada no
termociclador ProFlex  PCR System (Applied Biosystems). Foram utilizados os iniciadores
5’-TCGAGCACATCCGCGGCCACCA-3’e  5’-CCGTAGTGCTCGACGTAGTT-3" para
amplificagdo de um fragmento de 300 pb.

Cada reacdo de PCR foi realizada com um volume final de 50uL, sendo 28 pL de agua
deionizada esterilizada, 5 pL do tampao 10x para PCR (PCR buffer minus Mg-10X); 3,5 uL
de MgClI 2 (25 mM); 1 uL de solugdo contendo 10 mM de cada desoxinucleotideo (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP); 4 u de cada iniciador (12,5 pmol); 2 uL. de DNA e 2,5 uL (1,25 U) da
enzima Taq DNA Polimerase (JumpStart™ Taq DNA Polimerase).

4.6 Identificagdo bacteriana por analise molecular

Os isolados bacterianos que apresentaram o gene alkB foram identificados
molecularmente através da amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA, utilizando os
iniciadores  16F27  (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 23R 458 (5-
CCCCTTTCCCTCACGGTAC-3 ") (Hauben et al., 1997) para amplificacdo de um fragmento
de 1.461 pb. Para cada reagdo de PCR foram utilizados 29,5 uL de agua deionizada
esterilizada, 5 ulL do tampdo PCR buffer minus Mg-10X, 3,5 uLL de MgCl, (25 mM), 1 pL de
solucéo contendo 10 mmol.L™ de cada desoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2
uL de cada iniciador (25 uM) (forward e reverse), 5 uL. de DNA genoémico (100 ng) e 2 pL
(1,25 U) da enzima Taq DNA Polimerase (JumpStart™ Taq DNA Polimerase), obtendo um
volume final de 50 puL. As condigdes utilizadas foram: 3 minutos a 94°C para desnaturagédo
inicial, um total de 30 ciclos: 1 minuto a 94°C para desnaturagdo; 1 minuto a 57°C para

anelamento; 2 minutos a 72°C para extensdo e 5 minutos a 72°C para extensao final.

4.7 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1% horizontal utilizando o tampédo TAE
1X (solugdo estoque 50X — Tris 2 mol.L™?, 4cido acético 1 mol.L™* e EDTA 0,5 mol.L™ pH
8,0), e 0 mesmo utilizado para as corridas eletroforéticas. Ao término da corrida, as bandas
foram visualizadas ap6s coloragdo em brometo de etidio (0,5 pg/mL™) no transluminador E-
Gel Imager (LIFE Technologies, Israel). Os fragmentos de DNA amplificados foram
comparados com o marcador de peso molecular de 100 pb DNA Ladder para determinacao

do tamanho dos mesmos.
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4.8 Sequenciamento dos genes amplificados por PCR

Os produtos amplificados foram purificados utilizando o Kit Illustra™ GFX™ PCR
(GE Health Care, Reino Unido) e, posteriormente, foram sequenciados. Os produtos foram
sequenciados com os mesmos iniciadores utilizados na reacdo de amplificacdo do respectivo
produto génico. As reacdes de sequenciamento foram realizadas no Nucleo de Servicos em
Biotecnologia (NSB) da Fundagdo Hemocentro de Ribeiréo Preto
(FUNDHERP/HC/FMRP/USP) (http://lgmb.fmrp.usp.br/nsb/), no sequenciador ABI 3130
Genetic Analyser (Applied Biosystems, EUA). As sequéncias obtidas foram analisadas
utilizando o software ChromasPro versdo 1.7.6 e, em seguida, utilizando o programa BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) para pesquisa da identidade com outras sequéncias disponiveis
no Genbank. Posteriormente, as sequéncias foram alinhadas utilizando o Clustal Omega
EMBL-EMI Multiple Sequence Alignment (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

4.9 Preparo dos filmes de polietileno

Sacolas de polietileno foram coletadas de supermercados e cortadas em pequenos
pedacos de 5 cm de didmetro. Todas as pecas foram limpas com agua da torneira (para
remover particulas de poeira), desinfetadas com etanol 70% e novamente lavadas com agua
destilada. Metade dos filmes foram submetidos a um tratamento quimico, sendo transferidos
para uma solucdo contendo 70 ml de Tween 80, 10 ml de hipoclorito de sodio e 983 ml de
agua destilada, sendo mantidos em agitacdo durante 30 a 60 minutos (El-Shafei et al., 1998).
Os filmes foram transferidos para um erlenmeyer contendo agua destilada sob agitacdo
durante 1 hora. Em seguida, os filmes foram assepticamente transferidos para uma solucao de
etanol a 70% v/v durante 30 min. Finalmente, os filmes de polietileno foram transferidos para
uma placa de Petri e incubados a 45 a 50°C durante a noite. Foram também utilizados filmes

de polietileno lavados apenas com agua e etanol, como explicado no inicio do paragrafo.
4.10 Preparo dos filmes de cloreto de polivinil e poliuretano

As bactérias isoladas com capacidade de degradar polietileno foram testadas também
quanto ao potencial de degradacéo dos plasticos cloreto de polivinil e poliuretano. Para isso,

foram preparados filmes dos plasticos diluidos em tetrahidrofurano numa concentragcéo de
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1% utilizando os plasticos PVC e PUR (Sigma). Uma vez diluidos foram distribuidos
uniformemente em placas de petri de vidro e deixados na estufa por 24 horas. Os mesmos

tratamentos utilizados nos filmes de PEBD foram empregados nas peliculas de PVC e PUR.
4.11 Avaliacdo da perda de peso dos filmes como indicativo da degradacéo microbiana

O mesmo procedimento de isolamento microbiano foi utilizado para avaliar a
degradagdo microbiana nos filmes de PEBD, PUR e PVC. Os filmes tratados quimicamente e
também aqueles que foram submetidos apenas a desinfeccdo inicial foram pesados (peso
inicial) e inseridos assepticamente em diferentes erlenmeyers contendo 90 ml de MMS. Em
seguida, os isolados bacterianos foram inoculados e incubados a 37° C, sob agitacdo, durante
3 meses. Apo6s a incubacao dos filmes com os isolados bacterianos, eles foram lavados com
agua destilada esterilizada e secos a temperatura ambiente, para finalmente serem pesados

(peso final). A percentagem de degradacéo dos plasticos foi determinada por:

Porcentagem (%) de degradacdo = Peso inicial — Peso final X 100
Peso inicial

4.12 Andlise de Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier
(EIVTF)

As alteracdes quimicas, como o0 desaparecimento ou a aparicdo de novos grupos
funcionais e a ruptura de ligacdes quimicas na superficie dos plasticos foram analisadas pela
técnica de EIVTF. A mudanca estrutural foi investigada usando o espectrometro EQUINOX
55 FT-IR. Para cada filme de PEBD, um espectro foi retirado, de 400 a 4000 longitude de
onda/cm-1.

4.13 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As propriedades fisicas, como mudangas na superficie, micro rachaduras e furos nos
filmes provocados pelas bactérias foram analisadas por MEV. Para este fim, as amostras
foram metalizadas com particulas de ouro (trés descargas de 40 mA / 50s em atmosfera de

argon) em um metalizador de alto vacuo (Bal-Tec SCD 005) e analisadas por microscopia
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eletrénica de varredura (MEV) (Leo, 435VF, UK) a 15,00 kV EHT sob trés ampliacGes
sucessivas (2,0, 5,0 e 10,0 KX).

4.14 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

A susceptibilidade antimicrobiana dos isolados bacterianos em estudo foi determinada
pelo método de diluicdo em placa para obter a concentracdo inibitéria minima (CIM),
conforme recomendado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017). Os
isolados bacterianos foram ressuspendidos em solucdo fisioldgica esterilizada (NaCl 0,85%)
até se obter uma turbidez compativel com a escala Mac Farland 0,5 (1x10° CFU mL-1).
Posteriormente, foram adicionados 5 pL da suspensdao em placas Mueller Hinton contendo
diferentes concentragdes de antimicrobianos, ampicilina, 25 ug mL™, cefotaxima 30 pug mL™,
ceftazidima 30 pg mL-1, cefotaxina 200 pg mL-1, ceftriaxona 200 pg mL-1, imipenem 10 ug
mL™, amicacina 30 ug mL™, gentamicina 10 pg mL™, tetraciclina 30 pg mL™, ciprofloxacina
2 ug mL™, levofloxacina 5 pg mL™ e cloranfenicol 50 pg mL ™. As placas foram incubadas a
37 ° C durante 18-24 horas. Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC
25922 foram utilizados como cepas de controle de qualidade. Os resultados foram avaliados

de acordo com os critérios CLSI (2017).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Isolamento, identificacéo e deteccédo do gene alkB

Os plésticos sdo polimeros orgéanicos sintéticos derivados da polimerizacdo de
mondmeros extraidos de 6leo ou gas natural (Derraik, 2002, Rios et al., 2007, Thompson et
al., 2009b). Desde o desenvolvimento do primeiro plastico sintético denominado baquelite,
em 1907, vérias técnicas de fabricacdo de baixo custo de diferentes tipos de plésticos foram
otimizadas, resultando na producdo em larga escala de plasticos leves, duraveis, inertes e
resistentes a corrosdo (Plastics Europe, 2010). Esses atributos levaram ao uso extensivo de

plasticos em aplicacbes quase inesgotaveis (Andrady, 2011).

Embora os beneficios sociais do plastico sejam de grande alcance (Andrady e Neal,
2009), esse produto tem sido objeto de crescente preocupacdo ambiental, principalmente
devido a durabilidade do mesmo, o que o torna altamente resistente a degradacéo (Barnes et
al., 2009; Sivan, 2011). A grande maioria dos plasticos usados em diferentes aplicacdes tem
como destino final os aterros sanitarios, onde podem permanecer por muitos anos até serem
decompostos (Barnes et al., 2009; Moore, 2008).

Para o isolamento de bactérias capazes de degradar o polietileno foram coletadas
amostras de solo de um aterro sanitario e amostras de agua contaminadas com diesel. Do
aterro sanitario foram obtidos cinco isolados bacterianos e da agua apenas um isolado, 0s
quais apresentaram a capacidade de crescer em meio de cultura contendo polietileno como

Unica fonte de carbono.

Em seguida foi feita a pesquisa do gene alkB nos seis isolados, entretanto, como
apenas dois isolados (S5 e Al) foram positivos para a detecgdo desse gene, eles foram
identificados e selecionados para os ensaios de degradacdo posteriores. Esses isolados foram
identificados pelo sequenciamento do gene 16S rRNA como Paenibacillus sp. e Bacillus
cereus, respectivamente (GenBank MK053775 e MH648616) (tabela 2).
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Tabela 2 - Identificacdo e deteccdo do gene alkB nos isolados obtidos

Isolados Identificacdo Fonte Gene alkB
S1 - Solo -
S2 - Solo -
S3 - Solo -
S4 - Solo -
S5 Paenibacillus sp. Solo +
Al Bacillus cereus Agua +

Heiss-Blanquet et al. (2005) quantificaram o gene alkB por gPCR em amostras de solo
para avaliar a importancia ecoldgica das bactérias portadoras desse gene na degradacdo de
alcanos de cadeia curta. Eles observaram que a quantidade de alkB era dependente do
ecossistema e das condi¢bes ambientais, sendo maior em solos contaminados com
hidrocarbonetos. Muitos outros trabalhos concluiram que micro-organismos do solo podem
degradar o polietileno (Gajendiran et al., 2016; Kathiresan et al., 2003; Gnanavel et al., 2016;
Deepika e Jaya, 2015; Usha et al., 2011; Sowmya et al., 2014; Singh et al., 2016; Nanda et
al., 2003; Peixoto et al., 2017).

Entre todos os géneros bacterianos estudados, as Pseudomonas tem sido melhor
investigadas quanto ao potencial para degradacdo do polietileno (Nanda et al., 2010; Sing et
al., 2016; Kyaw et al., 2012; Deepika e Jaya, 2015; Balasubramanian et al., 2010; Kathiresan
et al., 2003; Priyanka e Archana, 2011, Nanda e Sahu, 2010), entretanto, muitos outros
estudos relataram a biodegradacdo do PEBD em Staphylococcus, Bacillus (Sing et al., 2016),
Streptomyces (Deepika e Jaya, 2015), Arthrobacter (Balasubramanian et al ., 2010),
Moraxella (Kathiresan et al., 2003), Streptococcus, Proteus, Micrococcus (Priyanka e
Archana, 2011), Lysinibacillus (Esmaeili et al., 2013) e Rhodococcus (Gilan et al., 2004,
Bonhomme et al., 2003, Nanda & Sahu, 2010).

Pelo nosso conhecimento, esse € o primeiro relato de uma bactéria do género
Paenibacillus com potencial de degradacdo do polietileno em monocultura, visto que um

estudo descreve um isolado de Paenibacillus macerans como membro de um consércio
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bacteriano capaz de colonizar a superficie do polietileno no inicio do processo de
biodegradacdo (Nowak, 2011).

Por outro lado, o género Paenibacillus ja foi investigado no processo de
biodegradacdo de diferentes compostos. Singh (2009) investigou a biodegradacdo do fenol
em cultura pura e mistas de Paenibacillus sp. e Bacillus cereus e Chandra (2011) também
investigou a degradagdo de fenol por Paenibacillus thiaminolyticus e Bacillus cereus em
condicBes axénicas e mistas. Espécies de Paenibacillus também foram investigadas na
biodegradacdo co-metabolica do di-n-butil ftalato (Jin et al., 2014) e na biodegradacdo de

sodio isopropilxantato (Natarajan et al., 2013).

Alguns estudos também relataram a degradacdo do polietileno por bactérias da espécie
B. cereus. Sowmya et al. (2014b) isolou um B. cereus de um aterro local no distrito de
Shivamogga, na India, para uso na biodegradacao do polietileno. Neste caso, a degradacao foi
monitorada observando-se a perda de peso e as alteragcdes na estrutura fisica das peliculas de
polietileno por microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (EIVTF).

No estudo conduzido por Suresh et al. (2011), um isolado B. cereus obtido de uma
amostra de solo de compostagem se mostrou capaz de utilizar o polietileno como fonte de
carbono e, através de experimentos de perda de peso e EIVTF. Auta et al. (2017) também
investigaram a capacidade de degradacdo de microplasticos de polietileno tratados com
ultravioleta em bactérias do género Bacillus, sendo utilizadas diferentes espécies do género,

inclusive o B. cereus.
5.2 Testes de biodegradacao
5.2.1 Testes de perda de peso

Apos seis meses de incubacdo, os filmes foram avaliados para determinar se houve
diferenca no peso final dos mesmos. De forma geral, os filmes incubados em meio de cultura
MSM com o isolado S5 (Paenibacillus sp.) apresentaram uma maior perda de peso do que 0s
filmes incubados com o isolado Al (B. cereus). Além disso, também foi observado que os
filmes submetidos a desinfeccdo com tween 80, alcool e hipoclorito de sddio apresentaram
uma perda de peso maior ao final do periodo de incubacdo do que os filmes que foram

tratados apenas com uma desinfecgéo simples.
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Na tabela 3 podem ser observados os valores da perda de peso dos filmes de PEBD. E
possivel observar que o filme de PEBD tratado quimicamente e incubado com o
Paenibacillus sp. S5 apresentou uma diferenca acentuada em relacdo a perda de peso do
filme incubado com o isolado B. cereus Al (30.8/17.8). A porcentagem de perda de peso dos
controles variou entre 0,01 e 0,02%.

Tabela 3 - Valores da perda de peso dos filmes de PEBD.

Peso inicial () Peso final (g)  Perda de peso (g) Perda de peso

Tratamento (%)
S5/A1 S5/A1 S5/A1 S5/A1
0,0017 + 0,0001/
Sem tratamento 0,0147/0,0146  0,0130/0,0131 11,6/10,3
0,0015+ 0,0001
0,0045 + 0,0001/
Tratamento quimico 0,0146/0,0146  0,0101/0,0120 30,8/17,8
0,0026 + 0,0001
i 0,0003 + 0,0001/
Controle negativosem 145/ 0147 0,0142/0,0145 0,02/0,01
tratamento 0,0002 + 0,0001
Controle negativo com 0,0002 £ 0,0001
tratamento quimico 0,0145/0,0146  0,0143/0,0143 10,0003 + 0,0001 0,01/0,02

S5: Paenibacillus sp., Al: B. cereus

Na avaliacdo da perda de peso nos filmes de PUR foi observada uma reducéo de peso
moderada para as duas bactérias testadas (tabela 4). Contudo, a maior porcentagem de perda
de peso foi observada no filme tratado quimicamente e incubado com Paenibacillus sp.

(9,1%). Todos os controles tiveram uma perda de peso de 0,01% (tabela 4).



Tabela 4 - Valores de perda de peso dos filmes de PUR.
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Peso inicial (g)

Peso final (g)

Perda de peso (g)

Perda de peso

Tratamento (%)
S5/A1 S5/A1 SS/AL S5/AL
0,0011 + 0,0001/
Sem tratamento 0,0154/0,0153 0,0143/0,0145 7,1/5,2
0,0008+ 0,0001
0,0014 £ 0,0001/
Tratamento 0,0153/0,0152 0,0139/0,0141 9,1/7,2
quimico 0,0011 £ 0,0001
i 0,0002 + 0,0001/
Controle negativo 0,0155/0,0153 0,0153/0,0152 0,01/0,01
sem tratamento 0,0001 + 0,0001
Controle negativo 0,0002+0,0001/
com tratamento 0,0154/0,0154 0,0152/0,0153 0,01/0,01
0,0001 + 0,0001

guimico

Legenda: S5: Paenibacillus sp., Al: B. cereus

Na tabela 5 pode ser observado o comportamento da perda de peso dos filmes de
PVC. Os filmes apresentaram o0s menores valores de perda de peso antes e depois da
incubacdo com as bactérias, com porcentagens entre 2 e 6,7%. O maior valor foi novamente
obtido para o filme tratado quimicamente e incubado com Paenibacillus sp S5. Os controles

tiveram uma perda de peso entre 0 e 0,01%.

Tabela 5 - Valores de perda de peso dos filmes de PVC.

Peso inicial (g) Peso final (g) Perda de peso (g) Perda de peso (%0)

Tratamento
S5/AL S5/AL S5/AL S5/AL
Sem 0,0010 + 0,0001/
0,0149/0,0149 0,0142/0,0146 4,7/2,0
tratamento 0,0005+ 0,0001
0,0007 + 0,0001/
Tratamento 4 3150/0 0149 0,0140/0,0144 6,7/3.3
quimico 0,0003 + 0,0001
Controle 0,0001 + 0,0001/
negativo sem 0,0151/0,0150 0,0150/0,0148 0,01/0,01
Controle 0,0000 + 0,0001/
negativo com — 4150/0 0149 0,0150/0,0148 T 0,00/0,01
tratamento 0,0001 + 0,0001
guimico

S5: Paenibacillus sp., Al: Bacillus sp.

Uma maneira simples e rapida de avaliar a biodegradacdo de polimeros é

determinando a perda de peso. Os micro-organismos que crescem utilizando esses polimeros

levam a um aumento do peso devido a aderéncia dos mesmos, enquanto a perda da
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integridade do polimero leva a perda de peso, a qual é proporcional a area de superficie
afetada (Gajendiran et al., 2016).

A perda de peso do polietileno também tem sido descrita por outros autores com as
espécies isoladas neste trabalho, obtendo resultados inferiores aos achados neste estudo.
Nowak (2011) relatou um méximo de 0,62% de degradacdo apds a incubacdo de filmes de
polietileno tratados quimicamente com um consoércio bacteriano contendo um Paenibacillus
sp. Sowmya (2014b) conseguiu uma degradacdo maxima de 14% de polietileno tratado com
UV medida pela perda de peso com B. cereus e Ibiene (2013) alcangou uma degradacédo de
polietileno de baixa densidade de até 23,15% com espécies de Bacillus. Auta et al. (2017),
ap6s 40 dias de incubagdo de microplasticos de polietileno com B. cereus, obtiveram uma
diminuicao de peso de 1,6%. A perda de peso dos filmes de polietileno pode ser atribuida a
quebra da estrutura de carbono devido a degradacdo enzimatica pelas bactérias estudadas
(Kyaw et al., 2012).

Por outro lado, outros autores tém obtido melhores resultados com outros géneros
bacterianos quanto a perda de peso. Singh et al. (2016) obtiveram méxima degradacdo com
espécies de Staphylococcus (52%) e degradacdo minima com espécies de Pseudomonas
(11%) apobs 40 dias de incubacdo, um periodo menor do que aquele realizado nesse estudo.
Apobs 120 dias de incubacdo, Kyaw et al. (2012) obtiveram a porcentagem maxima de
reducdo de peso (20%) com P. aeruginosa. Deepika & Jaya (2015) relataram 24,22% de
perda de peso ap6s 6 meses de incubacdo com Pseudomonas sp. Estes ultimos resultados séo
semelhantes aos obtidos neste trabalho. Néo existem relatos de estudos avaliando a perda de
peso de filmes de PU e PVC.

5.2.2 Andlise por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(EIVTF)

O potencial dos isolados bacterianos S5 e Al para biodegradacdo dos plasticos
estudados também foi analisada por EIVTF (Fig. 6, 7, 9 e 12). Nos espectros obtidos da
analise dos filmes de PEBD tratados e ndo tratados pode ser observado que houve uma
variagdo na intensidade dos picos em diferentes regides ap0s a incubacdo com as bactérias
(figuras 6 e 7). Para o espectro de controle, os picos de absorgdo caracteristicos foram
atribuidos a 719 cm™, 730 cm™ (CH), 1462 cm™, 1472 cm ™ (C = C) e 2920, 2850 cm *
(CH).
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Os filmes com tratamento quimico incubados com o isolado Paenibacillus sp. S5
apresentaram novos picos de absorcédo, evidentes apds trés meses e mais acentuados apos seis
meses de incubacdo, entre 1000 e 1700 cm™. Também foram formados 4cidos carboxilicos
(3300-2500 cm™), ésteres (1210-1163 cm™) e éteres (1075-1020 cm™) em diferentes
frequéncias. A formacéo de ligacdes duplas terminais (1650 cm™) também foram observadas
(figura 6).
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Figura 6 - Espetro de EIVTF ap06s seis meses de incubagéo com filmes de PEBD com tratamento
quimico. A: MMS apds 180 dias, B: Paenibacillus sp. apds 90 dias, C: Paenibacillus sp. apds 180
dias.
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Os filmes com tratamento quimico e incubados com o B. cereus Al apresentaram
mudancas menos evidentes do que aqueles incubados com o Paenibacillus sp. S5. Apos trés
meses de incubacdo ndo foram detectados picos, entretanto, apos seis meses foi detectada a
formacdo inicial de picos relacionados aos &cidos carboxilicos e ésteres.

Além disso, foi ainda observada a formacao de um pico a 970 cm™ (menos evidente aos
trés meses e mais acentuado apos seis meses de incubagdo) no filme ndo tratado e incubado

com o Paenibacillus sp. S5, indicando a ocorréncia de ligacGes duplas internas (Figura 7).
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Figura 7 - Espetro de EIVTF apds seis meses de incubacdo com filmes de PEBD sem tratamento. A:
MMS apéds 180 dias, B: Paenibacillus sp. apds 90 dias C: Paenibacillus sp. apds 180 dias.
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O filme ndo tratado incubado com B. cereus Al apresentou bandas correspondentes a
formacéo de acidos carboxilicos semelhantes as observadas nos espectros dos filmes tratados

quimicamente ap0s 6 meses de incubacao.

A espectroscopia de infravermelho também pode ser usada para avaliar a biodegradacgéo
de materiais poliméricos por monitoramento da variacdo de bandas caracteristicas. Em geral,
as mudancas estruturais sdo minimas e uma interpretacdo confiavel depende de uma anélise
correta de um conjunto de dados espectrais (Kloss et al., 2009). Nos resultados do presente
estudo os espectros obtidos na avaliacdo dos filmes de polietileno incubados com os isolados
de solo e de agua apresentaram vérias bandas caracteristicas do processo de degradacéao
(Gajendiran et al., 2016, Divyalakshmi & Subhashini, 2016, Esmaeili et al., 2013).

As novas bandas entre 1000 e 1700 cm™ dos espectros dos filmes de PEBD com
tratamento quimico sdo possivelmente devidas as fracdes oxidadas, como também, banda na
regido de 3500 cm™ caracteristicas de porcdes contendo grupos —OH resultantes da
biodegradacdo pelos micro-organismos (Corti et al., 2010). A formacdo de ligaces duplas
terminais foram observadas por outros autores, 0s quais relataram essa formacéo em amostras
expostas a um ambiente bidtico (Albertsson et al.,1987). Estudos conduzidos com
Chaetomium globosium mostram também a formacéo de acidos carboxilicos, ésteres e éteres

indicativos da degradacédo pelo micro-organismo (Somyia et al., 2014).

A degradacdo do polietileno inclui a formacdo de radicais seguido pela absorcdo de
oxigénio, resultando em produtos finais com grupos carbonila. Em seguida esses grupos sao
degradados, o que leva a ruptura da ligagdo C-C formando fragmentos oxidados de baixo
peso molecular, aumentando a hidrofilicidade do polimero. Os acidos carboxilicos entram no
processo de f-oxidacao e os dois carbonos do Acetil-CoA entram no ciclo de Krebs (TCA) e
sédo completamente convertidos em didxido de carbono e agua (figura 8) (Arutchelvi et al.,
2008).
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Figura 8 - Mecanismo de degradacao do polietileno.

Os filmes de PUR apresentaram picos de absorcdo carateristicos a 3321,4 cm™
atribuido aos grupos OH e NH livres e os picos na regido de 2854-3000 cm™ (poliol). O pico
a 1705,6 cm™ corresponde aos grupos ésteres. O pico a 1533,6 cm™ e a banda a 1237,4 cm™
sdo atribuidos as amidas. O estiramento a 1103,8 cm™ refere-se ao grupamento C—O—C dos

éteres.

Nos filmes incubados com Paenibacillus sp., apés 6 meses de incubacdo, foram
observadas diferencas visiveis com picos mais amplos na regido do 3300-3500 cm™, maior no
caso dos filmes tratados quimicamente (figura 9) do que nos filmes ndo tratados. A regido
entre 500 e 800 cm™ também teve mudancas em todos o0s casos, ou seja, nos filmes tratados e
ndo tratados e incubados com Paenibacillus sp. e B. cereus. Os filmes incubados com o
Bacillus ndo mostraram outras diferencas em relacdo ao controle incubado com o meio de
cultura MMS.
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Figura 9 - Espetro de EIVTF ap6s seis meses de incubacdo com filmes de PUR com tratamento

quimico. A: MMS ap6s 180 dias, B: Paenibacillus sp. apds 90 dias C: Paenibacillus sp. apés 180
dias.

Os espectros de EIVTF dos filmes de PUR mostraram uma degradacdo inferior aquela
obtida com os filmes de PEBD. Shah et al., (2012) também relataram mudangas notaveis no
espectro de EIVTF de filmes de PUR tratados com Aspergillus tubingensis em relacdo a
regi&o entre 500 e 800 cm™, entre o espectro do controle e o tratado, mostrando que a porgao
de hidrocarbonetos do polimero esté sujeita & degradagcdo por micro-organismos.
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Shah et al., (2012) também obtiveram espectros de EIVTF de filmes de PUR incubados
com as bactérias P. aeruginosa MZA-85 e B. subtilis MZA-75. Nesses espectros foi
observado um pico a 3325 cm™, ampliado em relacéo ao controle, devido ao aparecimento de
grupos OH. Oprea et al., (2010) também atribuiram o alargamento do pico em 3270-3335

cm™ & sobreposicéo do pico NH por OH.

Metabdlitos contendo o grupo OH séo descritos como produtos da degradacao do PUR,
entre eles o0 &cido adipico, dietileno e trimetilol propano. Uma possivel via de degradacao foi

proposta por Nakajima-Kambe (1997) (figura 10).
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Figura 10 - Via de degradacéo do poliuretano (adaptacdo de Nakajima-Kambe, 1997)

Uma andlise da degradacdo do PUR por Bacillus sp. foi realizada utilizando técnicas
como mobilidade eletroforética, impedancia elétrica e medidas da difragcdo dindmica da luz.
Os resultados obtidos demonstram que as células bacterianas se unem ao PUR formando
flocos e, em seguida, ocorre a degradacao das particulas de PUR expostas. Foi proposto que
no sistema de degradacdo de PUR pelo Bacillus existem duas populacdes de células, uma que

permanece ligada ao PUR e outra livre. As células aderidas ao PUR o degradam em
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metabolitos sollveis que sdo consumidos pelas células livres como fontes de nutrientes
(Blake & Howard, 1998; Rowe & Howard, 2002).

O espetro EIVTF obtido da analise dos filmes de PVC apresentou picos caracteristicos
a 2969,9 cm™ (CH, e CH); 2910,3 cm™ (CH, e CH); 1426 cm™ (CH.); 1331,9 cm™ (CH em
CH-CI); 1252,9 cm™ (CH em CH-CI); 959,11 cm™ (CH,) e 694,45 cm™ (C-Cl). Apds seis
meses ndo foram visualizadas diferencas significativas entre os filmes incubados apenas com
0 meio MMS e aqueles contendo as bactérias, embora possam ser observadas mudancas na
intensidade dos picos e na regido do 3300 cm™, correspondente aos alcinos, principalmente

nos filmes tratados quimicamente e incubados com o Paenibacillus sp. (Figura 11).
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Figura 11 - Espetro de EIVTF apds seis meses de incubagdo com filmes de PVC com tratamento
quimico. A: MMS ap6s 180 dias, B: Paenibacillus sp. apds 90 dias, C: Paenibacillus sp. ap6s 180
dias.

O PVC é um plastico resistente a diferentes produtos quimicos e tem baixa absor¢do de
umidade. Existem muitos estudos sobre a degradacdo térmica e a fotodegradacdo do PVC,
mas apenas alguns relatos sobre sua biodegradacdo. Segundo Kirbas et al. (1999), o PVC de
baixo peso molecular pode ser exposto a biodegradacdo por fungos causadores da podridao
branca. Nesse estudo foram observadas alteragdes nos espectros dos filmes de PVC obtidos

por EIVTF antes e depois da incubacdo com o fungo.
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A formacdo de picos correspondente aos alcinos nos espectros EIVTF dos filmes de
PVC incubados com as bactérias pode ser explicado devido ao uso em grande escala de

acetileno (que pertence a classe dos alcinos) na fabricacdo do PVC.

De forma geral, os resultados obtidos nos experimentos de EIVTF sdo coincidentes com
a perda de peso dos filmes. Os filmes de PEBD mostraram sinais mais indicativos de
degradacéo que os filmes de PUR e PVC. Os filmes tratados quimicamente foram também
mais suscetiveis a degradacdo. O Paenibacillus sp. foi a bactéria que apresentou maior
diminuicdo do peso dos filmes e que alterou mais significativamente os espectros de EIVTF

apos o periodo de incubacdo, em relacdo ao controle incubado apenas com o meio MMS.
5.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As mudancas morfologicas na superficie dos filmes dos plasticos antes e apos a
exposicao as bactérias do estudo foram investigadas usando a técnica de MEV. A pelicula
controle dos plésticos sem tratamento revelou morfologia homogénea e lisa (Figura 12).

Figura 12 - MEV de filmes dos plasticos estudados. A: filmes ndo-tratados de PEBD, B: filmes ndo-
tratados de PUR, C: filmes nédo-tratados de PVC.

Além disso, nenhuma caracteristica especial foi detectada na micrografia dos filmes
apos o tratamento quimico (Figura 13). Apés a incubacdo dos filmes apenas com 0 meio
MMS ndo houve nenhuma mudanca observada nas micrografias, as quais também

apresentaram uma morfologia lisa.
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Figura 13 - MEV de filmes dos plésticos apds tratamento quimico. A: filmes tratados de PEBD, B:
filmes tratados de PUR, C: filmes tratados de PVC.

No filme de PEBD incubado com a bactéria Paenibacillus sp. S5 foram observados
sinais de deformacéo superficial, as quais surgiram apos 90 dias de incubacdo em ambos os
casos, ou seja, nos filmes sem tratamento (Fig.14 A, B) e nos filmes com tratamento quimico
(Fig. 14 C, D).

Figura 14 - MEV de filmes de PEBD ap6s 3 meses de incubag¢do com Paenibacillus sp. S5 em MMS.
A, B: filmes ndo tratados de PEBD, C, D: filmes tratados de PEBD.

Essas deformacgdes se mantiveram depois dos seis meses de incubagéo (Figuras 15 A e
B). Algumas bactérias também podem ser observadas na superficie do filme, indicando a
capacidade de aderéncia das mesmas, bem como a capacidade de utilizacdo do PEBD
(Figuras 14 e 15). Nos filmes tratados quimicamente, as bactérias aderidas ao filme de

polietileno foram vistas em maior quantidade, quando comparados aos filmes sem
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tratamento, € um maior numero de orificios e rupturas foram também detectados. Um
indicativo de degradacédo pode ser visto nos filmes com tratamento quimico em locais onde as

bactérias se encontram aderidas formando orificios nos filmes (Figuras 14 D, 15 B).

Figura 15 - MEV de filmes de PEBD ap6s 6 meses de incubacdo com Paenibacillus sp. S5 em MMS.
A: filme ndo tratado de PEBD, B: filme tratado de PEBD.

As micrografias dos filmes com e sem tratamento de PEBD incubados com o isolado de
B. cereus mostraram caracteristicas similares aos incubados com Paenibacillus sp., contudo,

a formacao de biofilme e a descamacéo foi menos acentuada (figura 16).

Figura 16 - MEV de filmes de PEBD apds 3 meses de incubacdo com B. cereus A1 em MMS. A:
filme ndo tratado de PEBD, B: filme tratado de PEBD.

Apo6s o tempo final de incubacdo do ensaio, as micrografias dos filmes de PEBD
incubados em MMS com B. cereus apresentaram 0s mesmos sinais de degradacdo das

micrografias dos filmes de 3 meses, apenas com orificios mais acentuados (figura 17).
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Figura 17 - MEV de filmes de PEBD apds 6 meses de incubacdo com B. cereus A1 em MMS. A:
filme n&o tratado de PEBD, B: filme tratado de PEBD.

As micrografias dos filmes de PUR ap6s incubacdo com as bactérias em estudo sdo
apresentadas nas figuras 18 a 20. A Figura 18 mostra as células do Paenibacillus sp. S5
formando aglomerados na superficie dos filmes tratados e ndo tratados de PUR ap06s 3 meses

de incubacao.

Figura 18 - MEV de filmes de PUR ap6s 3 meses de incubagdo com Paenibacillus sp. S5 em MMS.
A: filme ndo tratado de PUR, B: filme tratado de PUR.

Apo6s 6 meses, entretanto, a formacdo de biofilme aparece mais evidente com maior

quantidade de células na superficie (figura 19).
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Figura 19 - MEV de filmes de PUR ap6s 6 meses de incubagdo com Paenibacillus sp. S5 em MMS.
A: filme ndo tratado de PUR, B: filme tratado de PUR.

Nenhuma mudanga em relagdo ao controle foi observada nos filmes de PUR incubados
com o B. cereus apds trés meses de incubacdo. Apos seis meses de incubacdo podem ser
observadas algumas bactérias aderidas a superficie dos filmes tratados e ndo tratados

quimicamente (Figura 20).

Figura 20 - MEV de filmes de PUR ap6s 6 meses de incubacdo com B. cereus A1 em MMS. A: filme
nao tratado de PUR, B: filme tratado de PUR.

ApoOs trés meses de incubacdo dos filmes de PVC com o isolado S5 no meio MMS
podem ser observadas bactérias aderidas a superficie, em maior quantidade no filme tratado
quimicamente (figura 21 A) que no filme ndo tratado (figura 21B). Aos seis meses de
incubagdo a quantidade de bactérias aderidas é maior, entretanto, ndo foram encontradas
rachaduras nem furos (figuras 21 C e D). Os filmes de PVC incubados com B. cereus em
MMS nédo apresentaram diferencas em relacdo aos controles, nem a presenca de bactérias na

superficie dos filmes ap6s 3 e 6 meses de incubacao.
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Figura 21 - MEV de filmes de PVC apds a incubagdo com Paenibacillus sp. S5 em MMS. A: filme
ndo tratado de PVC ap6s 3 meses de incubacéo, B: filme tratado de PVC ap6s 3 meses de incubacao,
C: filme ndo tratado de PVC apds 6 meses de incubacdo, D: filme tratado de PVC ap6s 6 meses de
incubacéo.

A avaliacdo das modificacbes macroscopicas em materiais plasticos, como rugosidade
da superficie, formagdo de poros, rachaduras e mudangas de cor, € um método usado para
estimar a biodegradacdo de polimeros (Lucas et al., 2008). Os resultados alcancados apos a
andlise dos filmes por MEV sdo consistentes com os experimentos de EIVTF e com a perda
de peso e também com outros estudos que relataram a formacao de cavidades e a presenca de

biofilme nas peliculas analisadas (Bonhomme et al., 2003, Kyaw et al., 2012).

As micrografias mostraram sinais mais evidentes de degradacéo nos filmes de PEBD,
principalmente nos filmes tratados quimicamente, com o aparecimento de poros e grande

quantidade de células associadas a superficie.

A hidrofobicidade dos polimeros geralmente interfere na adesdo bacteriana a superficie,
ja que a maioria das superficies bacterianas sdo hidrofilicas (Gilan, 2004). Albertsson et al.
(1993) mostraram que o Tween 80 aumentou a adesdo e a biodegradacao do polietileno por

P. aeruginosa.
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A degradacao microbiana de um polimero sélido requer a formacéo de um biofilme na
superficie do mesmo para permitir que o micro-organismo utilize eficientemente o substrato
ndo soluvel (Gilan, 2004). Isso pode explicar a biodegradacdo relativamente melhor dos
plasticos no caso de filme com tratamento quimico. Em contraste, o filme sem tratamento néo
produziu um biofilme significativo e foi menos biodegradavel, por ser menos hidrofébico. E
bem conhecido que a sintese de biofilmes por bactérias favorece a sua adesao a superficies,
contribuindo para a sobrevivéncia das mesmas em ambientes pouco nutritivos, fazendo com

que as bactérias possam utilizar substratos solidos (Linos et al., 2000).

Nos filmes de PUR e PVC observou-se uma menor quantidade de células associadas a
superficie e poucos sinais de degradacdo, contudo, os resultados mais significativos foram

também encontrados nos filmes tratados quimicamente.

Os filmes incubados com a bactéria isolada do solo, Paenibacillus sp. S5, apresentaram
micrografias com maior evidéncia de degradacdo do que aqueles incubados com o B. cereus
Al, confirmando os resultados obtidos pelos experimentos de perda de peso e EIVTF. O
ambiente do aterro sanitério, do qual foi isolada a bactéria S5, pode ter favorecido o potencial

de degradacdo dos pléasticos por este isolado bacteriano.

Nos trabalhos conduzidos por Sowmya et al. (2014) e Suresh et al. (2011), os autores
investigaram a degradacdo do polietileno com isolados de B. cereus e os resultados da MEV
mostraram a formacdo de cavidades, bem como a adesdo bacteriana e a formacao de biofilme
nas peliculas superficiais do polimero expostos ao meio bidtico, resultados similares aos

obtidos no presente estudo.

Shah et al. (2008) analisaram filmes de PUR por MEV ap0s um més de tratamento com
um consorcio de isolados bacterianos no teste de Sturm e observaram modificacbes como a
aparéncia de fissuras e manchas pretas na superficie do PUR apds o tratamento. Sarkar e
Adhikari (2007) usaram a MEV para observar modificacGes da superficie de filmes de PUR
incubados com P. aeruginosa e relataram um aumento gradual no aparecimento de sulcos e
fissuras na superficie dos filmes tratados do dia 15 ao dia 180. Nakkabi et al. (2014) também
estudaram a degradacdo de PUR e observaram que ap0s o contato com a bacteria Bacillus
safensi, a superficie apresentava rachaduras com um claro crescimento das bactérias na

superficie.
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5.3 Perfil de resisténcia

O perfil de suscetibilidade dos isolados foi realizado com o objetivo de avaliar se os
isolados bacterianos também possuiam genes de resisténcia, 0 que seria indesejavel para o
uso dos mesmos como instrumento de biorremediacdo. O isolado de Paenibacillus sp.
apresentou suscetibilidade a todos os antibidticos testados, exceto a amicacina. O B. cereus
mostrou-se mais resistente, com suscetibilidade a 7 dos 11 antibioticos testados mostrando
resisténcia aos antibiéticos ampicilina 25 pg mL™?, cefotaxima 30 pg mL | ceftazidima 30 pg

mL™ e amicacina 30 pg mL™.

Ao longo dos altimos anos, o papel do meio ambiente como importante fonte e via de
disseminacdo da resisténcia tem sido cada vez mais reconhecida (Martinez 2008; Wright
2010; Ashbolt et al. 2013; Finley et al., 2013; Pruden et al., 2013; Bondarczuk et al., 2015).
Portanto, 0 meio ambiente pode funcionar como fonte de genes de resisténcia aos agentes
patogénicos e para a disseminacdo de bactérias resistentes, incluindo patdgenos humanos
(Kallmeyer et al., 2012), com pressdo suficiente para promover o recrutamento de novos
determinantes de resisténcia, mas ele também pode ajudar a rearranjar os fatores de

resisténcia existentes (Pruden, 2014).

Os antibioticos podem entrar no ambiente através de varias rotas diferentes. Podem ser
liberados de hospitais, bem como de efluentes de aguas residuais hospitalares (Wellington,
2013; Hughes et al., 2013). Os antibidticos também sdo usados terapeuticamente ou como
promotores de crescimento em gado e em aves, podendo, dessa forma, serem carreados
diretamente no meio aquatico (Wellington, 2013). As rotas pelas quais os seres humanos
podem entrar em contato com bactérias portadoras de genes de resisténcia S0 numerosas
(Baquero et al., 2008). Elas incluem o consumo de culturas cultivadas por lodo contaminado
usado como fertilizante e o consumo de aguas contaminadas (Wellington et al., 2013). Furlan
e Stehling (2017) encontraram genes codificadores das enzimas ESBL SHV, OXA-1, CTX-
M-14 e OXA-48-like no solo do aterro do presente estudo, indicando a presenca de genes de

resisténcia a antimicrobianos nesta area.

A selecdo de espécies bacterianas com baixa resisténcia a antibidticos, além de alta
capacidade metabdlica é importante para protecdo contra a disseminacdo de genes de

resisténcia aos antibidticos durante processos de biorremediacdo (Buyukunal & Tas, 2017).
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6 CONCLUSOES

e Foram isoladas duas bactérias portadoras do gene alkB, uma de solo e outra de agua, as
quais foram identificadas como Paenibacillus sp. S5 e Bacillus cereus Al,

respectivamente.

e Os isolados S5 e Al apresentaram capacidade de degradar o PBDE em condicGes
aerobias, demonstrado pelo aparecimento de novos grupos funcionais indicativos de
degradacdo, como grupos carbonila, diminuicdo do peso final, e formacdo de poros nos

filmes de polietileno.

e As bactérias estudadas, S5 e Al, apresentaram pouco potencial para degradacdo dos

plasticos PUR e PVC, sendo o PVC o que se apresentou menos suscetivel a degradacéo.

e Os resultados mais promissores foram obtidos com o isolado S5, o qual pode ser utilizado

na biodegradacao de plasticos.

e O baixo perfil de resisténcia do Paenibacillus sp. S5 é um bom indicativo para que este

isolado possa ser utilizado em processos de biorremediacao.
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