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RESUMO

O Tereftalato de Polietleno — PET € um termoplastico polar,com elevada
estabilidade dimensional e temperatura de fusdo, alta impermeabilidade a
gases e resisténcia quimica a acidos e solventes, empregado na fabricagao de
garrafas no Brasil. A biodegradagcao tem sido descrita como uma possivel
metodologia para reduzir o acumulo de plasticos. Neste trabalho foi avaliado o
desempenho das linhagens de Bacillus subtilis e Phanerochaete chrysosporium
isoladamente na biodegradacado do tereftalato de polietileno. Neste sentido,
foram preparadas particulas do polimero sendo submetidas aos tratamentos
com luz ultra violeta (6 e 36 horas) e temperaturas (35°C e 50°C) em seguida,
foram colocadas nos meios caldo nutriente (B.subtilis) e Sabouraud (P.
chrysosporium), incubados por 30 e 60 dias, incubados a 35°C e 28°C,
respectivamente. Com a degradacado das particulas observou-se que o pH
passou de 5 para >8, com formacado de biofiimes e indugdo da producdo de
enzimas (amilase, protease, esterase e polifenoloxidases). A formagdo do
biofilme foi evidenciada por microscopia eletrénica de varredura. Os produtos
metabdlicos formados no meio de cultura foram avaliados pelo teste de
toxicidade utilizando Artemia salina. A microscopia eletrdnica demonstrou que
B. subtilis colonizou completamente a superficie das particulas do PET, tanto
nas condigcbes controle (sem tratamento), como tratados. Os melhores
resultados foram observados com o tratamento a temperatura de 50°C, onde
ocorreu alteracdo na superficie do polimero, perda da massa polimérica,
permitindo maior colonizagdo de ambos o0s microrganismos. As enzimas
hidroliticas foram produzidas pelos microrganismos em todos os tratamentos,
em especial, a temperatura de 50°C. Contudo, observou-se que B. subtilis ndo
produziu polifenoloxidases. Os subprodutos da degradacdo do PET nas
condicdes estudadas apresentaram alta toxicidade para Artemia salina no caso
do P. chrysosporium e baixa toxicidade para B. subtilis. Os resultados obtidos
sugerem o tratamento o prévio com a temperatura de 50°C como importante

para o processo de biorremediacgao.

Palavras-Chave: Tereftalato de polietileno, Bacillus subtlis, Phanerochaete

chrysosporium, biodegradacéo, toxicidade.
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ABSTRACT

In recent years, the consumption of the poly ethylene terephtalate plastic - PET
is used in the manufacture of bottles, comes increasing in Brazil. PET is a polar
thermoplastic, with raised dimensional stability and temperature of fusion, high
impermeability the acid gases and chemical resistance to solvents. The
biodegradation has been described as a possible methodology to reduce the
accumulation of plastics. In this work it was carried through the evaluation by
Bacillus subtilis and Phanerochaete chrysosporium performance on the
biodegradation of the polyethylene terephtalate. In this direction, particles of
polymer were submitted to the treatments: exposition to ultra violet light (6 and
36 hours) and temperatures (35°C and 50°C), followed incubation with the
microorganisms during 30 and 60 days. The polymer degradation process was
accompanied by determination of pH, biofilm formation and the cells viability,
enzymes detection (amylase, protease, esterase, and polyphenoloxidase), as
well as the scanning electron microscopy of biofilm and toxicity tests. The
results obtained observed the biofilm formation by Bacillus subtilis on
polyethylene terephtalate surface particles. The treatment using the
temperature of 50°C demonstrated a higher alteration in the surface of the
polymer, supported the colonization of the microorganisms followed of the
hydrolytic enzymes production. It was observed that Bacillus subtilis does not
produced polyphenoloxidase. The results indicated the temperature (50°.C),
induces the esterase production and it is related to degradation process. The P.
chrysosporium produced esterases and polyphenoloxidase, whose enzymes
had demonstrated to be involved with the polyethylene terephtalate degradation

process, and were formed products with higher toxicities to Artemia salina.

Keywords: Polyethylene terephtalate, Bacillus subtlis, Phanerochaete

chrysosporium, biodegradation, toxicity.
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1.1 Introducgao

Nos ultimos anos, o homem vem descobrindo a necessidade da preservacdo do
ambiente em que vive, tendo em vista o aumento significativo do uso de polimeros
sintéticos desde o comeco do século XX (NDON et al., 1992). De acordo com
estimativas, existem cerca de 100 milhdes de toneladas por ano de polimeros sintéticos
produzidos no mundo, no entanto, praticamente metade de toda esta produgdo é
descartada rapidamente, permanecendo em depdsitos de lixo e aterros sanitarios por
décadas. Desta forma, os plasticos sintéticos vém se acumulando na natureza com uma
taxa crescente de 25 milhdes de toneladas/ano (AHN et al., 2001; REDIFF, 2006).

O tereftalato de polietileno (PET) foi introduzido no mercado brasileiro em 1988, e
€ um dos polimeros mais utilizados na atualidade, principalmente na fabricagdo de
embalagens para refrigerantes (DUARTE, 2003). O manejo total dos residuos plasticos
requer combinagdes complementares de biodegradacdo, incineragdo e reciclagem
(ALBERTSSON e HUANG, 1995). A biodegradacédo dos polimeros € um processo no
qual bactérias, fungos filamentosos e leveduras expressam suas enzimas para utilizar
parte da estrutura quimica, como fonte de carbono, modificando assim, a forma original
do polimero (ROSA e CHUI, 2002; CHANDRA e RUSTIG, 1998).

Portanto, a busca de microrganismos capazes de degradar compostos
xenobioticos € de grande interesse para os processos de biorremediagéo, principalmente
na remocao de plasticos (CHANDRA e RUSTGI, 1998). Os microrganismos como
Streptomyces virisosporus e Phanerochaete chrysosporium sao conhecidos pelo
potencial enzimatico na degradagao da lignina (ROSA; PENTEADO; CALIL, 2000), e por
conseguinte, os microrganismos que degradam lignina apresentam habilidade para
degradar plasticos (LEE, 1991). Contudo, a biodegradabilidade do polimero depende de
varias propriedades fisico-quimicas, incluindo o aumento da massa molar e nimero de
ramificagbes nas cadeias, os quais dificultam o processo de biodegradagdo (KUSTER,
1979; KUMAR et al., 1983).

Os efeitos do ataque bacteriano aos plasticos, sob condicbes simuladas de

ambientes aquaticos, em geral pode ocorrer por hidrélise, por oxidacdo de cadeias ou
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grupo funcionais (LEONAS; GORDEN, 1996). A biodeterioragdo de um polimero sintético
pode ser considerada como um fendbmeno de adesdo do Dbiofilme,
isto €, os microrganismos promovem uma colonizagdo na superficie polimérica, na forma
de biofilme, podendo ocorrer uma mistura complexa de microrganismos, agua e

substancias poliméricas extracelulares (FLEMMING, 1998).

A biodegradacéao portanto, tem sido descrita como um processo fundamental para
reduzir o acumulo dos polimeros contaminantes ambientais. Pesquisas intensas com este
objetivo vem sendo realizadas com a finalidade de degradar os plasticos sintéticos
(ALBERTSSON e HUANG, 1995). O presente trabalho teve como objetivo utilizar formas
alternativas para avaliar a biodegradacao do tereftalato de polietileno por Bacillus subtilis
e Phanerochaete chrysosporium, na pespectiva de obter resultados com a redugdo do

tempo do processo de biodegradacgao.
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1.2 Objetivos

Objetivo Geral

Investigar a habilidade dos microrganismos Bacillus subtilis e Phanerochaete
chrysosporium de produzir biofilmes e enzimas em superficie de tereftalato de polietileno
submetido ou n&o a tratamentos fisicos, nos periodos de 30 e 60 dias de incubagao e
avaliar o processo de degradacado, através da avaliacdo da toxicidade com Artemia

salina.
Objetivos Especifico:

Avaliar a influéncia da luz ultravioleta e da temperatura na perda de massa do

polimero com incubagéo de 30 e 60 dias;

Investigar a formacao de biofilmes por B. subtilis € P. chrysosporium na superficie

do tereftalato de polietileno; submetidos ou nao a tratamentos fisicos;

Avaliar a modificagao do pH, atividade fenoloxidase, esterase, amilase e protease

produzidas por B. subtilis e P. chrysosporium nos liquidos metabdlicos;

Investigar a toxicidade dos produtos formados durante o processo de
biodegradacédo de tereftlato de polietileno com e sem tratamento por B.subtilis e P.

chrysosporium utilizando Artemia salina ;

Investigar através de microscopia eletrénica de varredura, a formacao do biofilme
e possivel degradagcao por B. subtilis e P. chrysosporium na superficie do tereftlato de

polietileno com e sem tratamento.
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1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Polimero Sintético

Staudinger (1920) considerou que a borracha natural e outros produtos de
sintese, de estrutura quimica até entdo desconhecida, eram na verdade materiais
constituidos de moléculas de cadeias longas, e ndo agregados coloidais de pequenas
moléculas. Contudo, somente em 1928 foi definitivamente reconhecido pelos cientistas
que os polimeros eram substancias de elevado peso molecular (MANO; MENDES, 1999).

A palavra polimero,vem do grego e foi criada por Berzelius, em 1832, para
designar compostos de peso moleculares multiplos. Os polimeros representam a imensa
contribuicdo da Quimica para o desenvolvimento industrial do século. Polimeros séo
macromoléculas caracterizadas por seu tamanho, estrutura quimica e interagdes intra — e
intermoleculares, possuindo unidades quimicas ligadas por covaléncia, repetidas
regularmente ao longo da cadeia. O numero de unidades da cadeia polimérica é
denominada grau de polimerizagdo, sendo geralmente simbolizado por n ou DP. Os
primeiros materiais plasticos empregados na industria foram obtidos de produtos naturais,
por modificagdo quimica, como o nitrato de celulose, proveniente da celulose do algodao,
a galalite originaria da caseina do leite e a ebonite, da borracha natural (MANO;
MENDES, 1999).

A baquelita, uma resina fendlica (PR) foi um dos primeiros plasticos sintéticos
comercializados sob forma de artefatos, em 1910, e mais tarde, na década de 30, o
policloreto de venila (PVC), o polimetacrilato de metila (PMMA) e o poliestireno (PS). Na
década de 40 surgiram o polietileno de baixa densidade (LDPE), o poliuretano (PU) e a
resina epoxidica (ER). Na década de 50 foram introduzidos o polioximetileno (POM), o
polietileno de alta densidade (HDPE), o polipropileno (PP) e o policarbonato (PC) (MANO;
MENDES, 1999).

1.3.2 Consumo Mundial de Plasticos

A industria de plasticos vem movendo-se ao redor do mundo buscando
oportunidades nos mercados emergentes de alto crescimento. O setor € dominado por
um grande numero de companhias multinacionais que atuam em varias etapas da cadeia

produtiva. Embora seja uma industria global, a base de produgdo de muitos materiais
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plasticos, migrou para paises como Arabia Saudita, China e Coréia do Sul. Os produtores
dos mercados mais desenvolvidos — Estados Unidos, Europa Ocidental e Japao —
respoderam a esse movimento concentrando suas linhas em itens de maior valor
agregado e racionalizando a capacidade de produgédo, a fim de elevar a rentabilidade. As
trés regides respondem por 90% do consumo mundial de materiais plasticas (PLASTICO,
2007).

O mercado de plasticos em geral tende a crescer. Nos ultimos anos, diversos
materiais tradicionais, como vidro, matais e fibras naturais, vém sendo crescentemente
substituidos por produtos de origem plastica, com menores custos de obtencédo e
producéo, maior flexibilidade, diversidade e assepsia, e possibilidade de reciclagem. Asia
e América do Sul sdo as areas de maior potencial de expansdo tanto no curto quanto no
longo prazo. O consumo mundial de matérias plasticas foi de aproximadamente 114
milhdes de toneladas em 1999. Desse total, Europa Ocidental e Estados Unidos
representavam 27% cada. Em seguida aparecem China (13%), Japao (9%) e Coréia do
Sul (3%). O Brasil ocupou a sexta posi¢cdo, com 3,2% do mercado consumidor mundial
(PLASTICOS, 2007).

1.3.3 Residuos sélidos e Impacto Ambiental

Esta parte aborda questbes relacionados aos residuos solidos, com enfoque para
os plasticos, bem como o seu aumento no lixo doméstico nos ultimos anos. A
composicao de residuos solidos urbanos em algumas cidades do Brasil, em programas
de coleta seletiva € mostrado na figura 1. Os tipos de plasticos mais encontrados no lixo
urbano sao: Polietileno de alta densidade, polietileno de baixa densidade, tereftalato de
polietileno, policloreto de vinila, polipropileno e poliestireno (CEMPRE, 2006).

Estima-se que seriam necessarios de 100 a 150 anos para que os polimeros
sejam degradados na natureza. ( ADELINA et al.,2005).

O PET, oriundo das embalagens de refrigerante, possui um dos maiores
percentuais entre os plasticos encontrados em programas de coleta seletiva, 21%,
ficando somente atras dos polietilenos (PEAD e PEBD), 37%. Esta € uma indicagao de
nivel de consumo deste material, demandando atencédo para a importancia de novos
estudos com foco ambiental, que sejam dirigidos nao s6 para o destino destes residuos,

mas também para a sua geragao no processo produtivo.
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QOutros plasticos rigidos
18% FET (refrigerante) 21%

FF (potes de margarina)
10% ’

PYC (agua mineral,
produtos de limpeza)
14%

PEAD/PEBD (produtos
de limpeza, leite) 37%
Figura 1 : Composicdo média das resinas nos residuos plasticos rigidos separados em

programas de coleta seletiva, fonte: CEMPRE (2006)

O plastico é um material proveniente de resinas geralmente sintéticas e derivadas
do petrdleo. Sob o ponto de vista ambiental, o uso do plastico é considerado problematico
pela sua alta durabilidade e grande volume na composicdo total do lixo (OSE — COC,
2006). A demanda mundial de polimeros sintéticos é de cerca de 2,2 milhdes de
toneladas por ano, com previsdo de dobrar nos préximos anos. O consumo de plasticos
praticamente dobrou no Brasil onde no periodo de 1991 a 1998 foram produzidos 175 mil
toneladas de plastico PET em 1998.

Os polimeros sintéticos persistentes no meio ambiente, ndo devem ser
comumente incinerados em lixdes municipais por gerarem o0s gases toxicos e
potencialmente indutor de chuvas acidas (HUANG E EDELMAN et al, 1995;
FRANCHETTI e MARCONATO, 2001). Além de garrafas PET e sacos de lixo
depositados no litoral, o ecossistema marinho permanece carregado de microfibras e
fragmentos de plasticos, resultantes da degradagdo de objetos maiores ao longo de
décadas. Os sedimentos de varias praias na regiao de Plymouth, na Gra-Bretanha,
apresentam fragmentos de plasticos incluindo acrilico, nailon, poliéster, polietileno,
polipropileno, entre outros polimeros industriais. Pesquisadores coletaram animais entre
as ilhas britanicas e a Islandia e avaliaram que os residuos plasticos ndo estavam apenas
em meio a agua , mas também observaram dentro dos animais aquaticos (AMBIENTE
BRASIL/ ESTADAO ON LINE, 2006).

Fomos acostumados a associar a palavra lixo a sujeira, imundice e restos.
Derivada do latim Jix (cinza), o lixo tecnicamente é conhecido como “Residuo Sélido
Urbano” (RSU) (ZANIN et al. 2004). Se até o comego da Revolucio Industrial o lixo era

composto basicamente de restos e sobras de alimentos, a partir dessa era passou a ser
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identificado, também, por todo e qualquer material descartado e rejeitado pela sociedade.
O desenvolvimento para o conforto € o bem-estar humano produzido a partir da
Revolugdo Industrial levou ao uso intenso de material descartado, ocasionando um
aumento da quantidade de residuos gerados e nao utilizados pelo homem, muitos deles
provocando a contaminacdo do meio ambiente e trazendo riscos a saude humana,

basicamente nas areas urbanas.

O crescimento das areas urbanas nao levou em consideragdo a necessidade de
adequacao de locais especificos para depésito e tratamento dos residuos solidos. No
Brasil de hoje, por exemplo, estima-se que a producao anual de lixo esteja em torno de
44 milhées de toneladas (CEMPRE, 2006), sendo que a maior parte dos residuos
recolhidos nos centros urbanos é simplesmente jogada sem qualquer cuidado em
depdsitos existentes nas periferias das cidades (AMBIENTARE BRASIL, 2006).

Existem varias op¢des de tecnologias para a o residuo solido urbano (aterros
sanitarios, reciclagem/ compostagem, incineracdo e biodegradagdo), destacam-se a
importancia das unidades de reciclagem e compostagem, que sao alternativas
importantes todas as vezes que se verificarem a existéncia de mercados para absorcao

de materiais reciclaveis produzidos (FORLIN et al., 2002).

A falta de novas areas para implantagdo de aterros sanitarios (ou “lixdes”, ou
aterros controlados) é um fator que tem contribuido para a implementagdo de outras
técnicas como as citadas acima. Estudos apontam que as técnicas utilizadas pela
compostagem s&o capazes de reduzir a metade a massa dos residuos processados e,
num prazo de 60 e 90 dias, levar a obtencdo de um composto para utilizagdo na

agricultura sem causar danos ao meio ambiente (FORLIN et al., 2002).

Estima-se que técnicas como a reciclagem pode fazer com que 44 milhdes de
toneladas anuais estimadas de lixo economizem pelo menos 30% da energia gerada na
Hidrelétrica Binacional de Itaipu (MANCINE et al., 1998). Existem ainda, algumas rotas
para aproveitamento energético dos residuos solidos, a utilizagcao do seu poder calorifico
por meio da queima direta ou da gaseificagdo ou aproveitamento calorifico do biogas; ou
a produgao de um combustivel sélido a partir dos restos alimentares, para ser queimada
em caldeiras ou mover turbinas a vapor, ou ainda, um combustor externo, sendo possivel

o aproveitamento em ciclos combinados (FORLIN et al., 2002).
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De outro lado, a biodegradagdo, tem sido descrita como um processo
fundamental para reduzir o acumulo dos polimeros contaminantes ambientais. Pesquisas
intensas com este objetivo vem sendo realizadas com a finalidade de degradar os
plasticos sintéticos (ALBERTSSON e HUANG, 1995). Contudo, os polimeros tém sido
considerados os grandes vildbes ambientais, pois podem demorar séculos para se
degradar, conseqlientemente, grandes partes dos aterros sanitarios, sao interferidos de
forma negativa nos processos de compostagem e de estabilizagdo biologica. Além disso,
os residuos poliméricos quando descartados em lugares inadequados, como lixdes, rios,
encostas, etc., causam um impacto ainda maior ao meio ambiente (SIPNACE e PAOLI et
al., 2005).

1.3.4 Classificacao dos Plasticos

Ha diversas maneiras de se classificar os polimeros. De uma maneira geral os
polimeros podem ser divididos em termoplasticos, termorrigidos (termofixos e
elastdbmeros (borrachas) (CANEVAROLO, 2002).

1.3.4.1 Termoplasticos

Os chamados plasticos constituem a maior parte dos polimeros comerciais. A
principal caracteristica desses polimeros é poder ser fundido diversas vezes.
Dependendo do tipo do plastico, também podem dissolver-se em varios solventes sendo
possivel sua reciclagem, uma caracteristica bastante desejavel nos dias de hoje (MANO,
1985).

As propriedades mecanicas variam conforme o tipo de plastico e sob temperatura
ambiente, podem ser maleaveis, rigidos ou mesmo frageis. Exemplo deste tipo de
material é: polietilieno (PE), polipropileno (PP), poli (tereftalato de etileno) (PET),
policarbonato (PC), poliestireno (PS), poli (cloreto de vinila) (PVC), poli (metilmetacrilato)
(PMMA) (ANON, 1997).

1.3.4.2 Termorrigidos (Termofixos)
Os plasticos rigidos e frageis sao estaveis a variagdes de temperatura, contudo

uma vez preparados nao se fundem novamente. O aquecimento deste tipo de polimero

promove decomposicdo do material antes de sua fusdo, ou seja, ndo ha a fusdo do
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polimero. Assim sua reciclagem é complicada. A estrutura molecular dos termorrigidos é
constituida de mondébmeros formando uma rede ou ligagdo cruzada. As cadeias estao
presas entre si por meio de numerosas ligagdes e se movimentam com alguma liberdade
como no caso dos termoplasticos (CANEVAROLO, 2002).

Entre os termorrigidos a baquelita é um exemplo, usado em tomadas e no
embutimento de amostras metalograficas, poliéster usado em caixas d’agua, piscinas,
etc., na forma de plastico reforgado (fiberglass) (CANEVAROLO, 2002).

1.3.4.3 Elastomeros (Borrachas)

Classe intermediaria entre os termoplasticos e os termorrigidos, os elastdbmeros
sao infusiveis, mas apresentam alta elasticidade, ndo sendo rigidos como os termofixos.
Sua reciclagem é complicada pela incapacidade de fusdo, de forma analoga aos
termorrigidos (CANEVAROLO, 2002).

Os elastbmeros possuem uma estrutura molecular similar ao do termorrigido,
mas, neste caso, ha menor nimero de ligagdes cruzadas, ou seja, € como se fosse uma
rede, mas com malhas bem mais largas que os termorrigidos. Exemplos deste tipo de

material sdo pneus, vedacgdes e mangueiras de borracha (CANEVAROLO, 2002).

1.3.5 Propriedades dos Plasticos

As propriedades dos polimeros dependem de diversos fatores, como natureza
quimica, estrutura, massa molar, polidispersao, etc. O processo de polimerizagado conduz
a formagcdo de cadeias poliméricas de diferentes tamanhos, e conseqiientemente de
massa molares diferentes. Os polimeros possuem propriedades fisicas e quimicas muito
distintas das que tem os corpos formados por moléculas simples. Assim, por exemplo,
sao muito resistentes a ruptura e ao desgaste, muito elasticos e resistentes a acédo dos
agentes atmosféricos. Estas propriedades, juntamente com a sua facil obtencao a baixas

temperaturas, tém possibilitado a sua fabricacdo em grande escala.

Os polimeros de estrutura unidimensional tém elevada massa molar, e
geralmente, s&o rigidos a temperatura ambiente, embora se tornem moles e flexiveis ao
elevar a temperatura. Dependendo da natureza quimica dos mondmeros e da técnica

empregada para a polimerizagdo, os polimeros podem exibir diferentes tipos de
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estruturas e, com isso, diferentes propriedades fisicas o que, no final, ird determinar a
sua aplicabilidade (STRONG, 1999).

Conforme o tipo de polimero e aditivos usados na sua formulagcdo pode-se obter
material com flexibilidade bastante variavel. Alta resisténcia ao impacto e a transparéncia,
permite substituicdo do vidro em varias aplicagdes, como por exemplo, lentes de 6culos
(em acrilico ou policarbonato), fardis de automoveis (policarbonato), janelas de trens
(policarbonato) etc. No caso do policarbonato a resisténcia a abrasao e a solventes nao é
tdo boa quanto a do vidro. As lentes de acrilico riscam facilmente e sao facilmente
danificadas se entrarem em contato com solventes como, por exemplo, acetona. A
conformacgéo de pecas utilizando materiais poliméricos requer, de uma maneira geral,
aquecimento entre temperatura ambiente (T.mp) € 250°C, 0 que pode ser considerada
relativamente baixa. Disso decorre baixo consumo de energia para a conformagao deste
material, quando comparado com os metais, por exemplo, além de exigir equipamentos
mais simples e ndo tdo caros quanto o processamento de metais ou ceramica. No
entanto, alguns plasticos especiais requerem até 400°C, para serem processados
(ANON, 1997).

Polimeros sao altamente indicados para aplicagdes onde se requer isolamento
elétrico, pois este material ndo contém elétrons livres, responsaveis pela conducio de
eletricidade nos metais. A adigdo de cargas especiais condutoras (limalha de ferro) pode
tornar polimeros fracamente condutores, evitando acumulo de eletricidade estatica, que é

perigoso em certas aplicagdes em polimeros condutores (ANON, 1997).

A condutividade térmica dos polimeros é cerca de mil vezes menor que a dos
metais. Logo, sdo altamente recomendados em aplicagdes que requeiram isolamento
térmico, particularmente na forma de espumas. A auséncia de elétrons livres dificulta a
conducao de calor nos polimeros (MICHAELI et al., 1995). As ligagdes quimicas
presentes nos polimeros (de uma maneira geral covalentes/Van der Walls) conferem
maior resisténcia a corrosdo por oxigénio ou produtos quimicos do que no caso dos
metais (ligagdo metalica). Contudo, ndo quer dizer que os polimeros sejam
completamente invulneraveis a baixa resisténcia quimica, como no ataque quimico da

terebentina ao policarbonato formando no CD.
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De maneira geral, os polimeros sdo atacados por solventes organicos que
apresentam estrutura similar a eles, ou seja; similares diluem similares (MANO,1985).
Quanto a porosidade e o espago entre as macromoléculas do polimero é relativamente
grande. Isso confere baixa densidade ao polimero, o que € uma vantagem em certos
aspectos, no entanto, esse largo espagamento entre moléculas faz com que a difusdo de
gases seja alta. Em outras palavras, esses materiais apresentam alta permeabilidade a

gases, que varia conforme o tipo de plastico (MICHAELI, 1995).

A principal conseqliéncia deste fato € a limitacdo dos plasticos como material de
embalagem, que fica patente no prazo de validade mais curto de bebidas acondicionadas
em garrafas de PET. Alguns polimeros, como termorrigidos e borrachas, ndo podem ser
reciclados de forma direta: ndo ha como refundi-los com o fornecimento de baixa
quantidade de energia. A reciclagem de polimeros termoplasticos, como € o caso do
PET, apesar de tecnicamente possivel, muitas vezes ndo é economicamente viavel
devido ao seu baixo prego e baixa densidade (FORLIN e FARIA et al., 2002).

1.3.5.1 Aditivagao de polimeros

Uso de fibras (vidro, carbono, boro) ou algumas cargas minerais (talco, mica,
caolim, wolastonita) aumentaram a resisténcia mecanica. As cargas fibrosas podem
assumir forma de fibras curtas ou longas. Cargas inorganicas minerais inertes (ex:
CaCO;) permitem reduzir custo da pega sem afetar propriedades. Exemplos: piso de vinil/
cadeiras de jardim (PP), que contém até 60% de cargas.

Negro de fumo em pneus (borracha) e filmes para agricultura (PE) aumentaram
resisténcia mecanica e a resisténcia ao ataque por ozbnio e raios ultravioletas (UV)
(ANON, 1997). Aditivos conhecidos como plastificantes podem alterar completamente as
caracteristicas de plasticos como o PVC e borrachas, tornando-os mais flexiveis e
tenazes (STRONG, 1999).

Ja existe fabricacdo de espumas que é feita por meio de adicdo de agentes
expansores, que se transformam em gas no momento da polimerizagdo, quando ele se
encontra no estado fundido (ANON, 1997).
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1.3.6 Producgéao de polimeros

A matéria-prima que da origem ao polimero chama-se monémeros. No caso do
polietileno (PE) é o etileno (ou eteno), conforme ja citado anteriormente, que é obtido a
partir do petréleo ou gas natural, pois é a rota mais barata. E possivel obter monémeros
da madeira, alcool, carvao e até CO,, pois todas essas matérias-primas sdo ricas em
carbono, o atomo principal que constitui os materiais poliméricos. Todas essas rotas,
contudo, aumentam o preco do monémero obtido, tornando-se ndo competitivo (ANON,
1997).

Polimeros sao materiais compostos por macromoléculas. Essas macromoléculas
sao cadeias compostas pela repeticdo de uma unidade basica, chamado mero. Dai o
nome: poli (muitos) + mero. Os meros estdo dispostos um apés o outro (MICHAELI,
1995).

Logo, pode-se fazer uma analogia: as moléculas de um polimero estao dispostas
de uma maneira muito semelhante a um novelo de 3. E dificil extrair um fio de um novelo
de la. Também é dificil remover uma molécula de uma porcdo de plastico, pois as
cadeias “seguram-se” entre si. O polietileno (ou, abreviadamente, PE) — polimero
extremamente comum usado, por exemplo, em saquinhos de leite — € composto pela
repeticdo de milhares de unidades da molécula basica o etileno, conforme ilustra a figura
2.

H H
_ A
|

e RS

H H

n

Figura 2: Estrutura quimica do eteno (GOMES, 2006)

De uma maneira geral o nimero de unidade de repeticao (n) é superior a 10.000
ou seja, uma molécula de polietilieno é constituida da repeticdo de 10.000 ou mais
unidades de etileno. O pardmetro nao € definido como sendo o grau de polimerizagédo do

polimero, ou seja, 0 numero de meros que constitui a macromolécula (MANO, 1985).

Alguns polimeros podem ser constituidos da repeticdo de dois ou mais unidades.
Neste caso, eles sdo chamados copolimeros. Por exemplo, a macromolécula da borracha
ou copolimero de butadieno-estireno (SBR) é formada pela repeticao de dois meros:
estireno e butadieno (CANEVAROLO, 2002), conforme ilustra a figura 3.
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Figura 3: Estrutura quimica da borracha-butadieno (GOMES, 2006)

O polietileno é o plastico mais conhecido e utilizado no Brasil que esta presente
nas sacolas de embalagem utilizadas no comércio. Contudo, alterando as condigdes em
que ocorre a polimerizagao, as industrias conseguem variar bastante a aparéncia e as
propriedades fisicas de um plastico, podendo gerar os PET (tereftalato de polietileno)
como mostra na figura 3, os PEAD’s e os PEBD'’s, se diferenciam entre si pelo tamanho

das cadeias e arranjos moleculares (LIMA, 2001).

O polipropileno é um plastico sintético usado, geralmente, para fabricar os para-
choques plasticos dos automadveis, que exigem uma alta resisténcia ao calor, ideal para
ser empregado em objetos que requerem esterilizagdo pelo aquecimento, como

mamadeiras e cabos de instrumentos cirdrgicos (LIMA, 2001).

O policloreto de venila (PVC) é considerado o plastico mais fabricado e
consumido no mundo contemporaneo. Apresenta uma estrutura bastante rigida, porém,
com a propriedade de flexibilidade através do uso de plastificantes, os quais sao
responsaveis pela redugao da forga atrativa entre as moléculas do polimero. O polimero
pode ser degradado por microrganismos, sendo adicionado biocida, que impedi a

proliferacdo de microrganismos e o ressecamento do material (LIMA, 2001).

O poliestireno é usado para manufatura de seringas e copos plasticos, contudo
quando fabricado de modo a conter bolhas de ar em seu interior, recebe o nome de
isopor (LIMA, 2001). Os plasticos raion, nailon e poliéster apresentam um impacto
econdmico e até mesmo cultural, podendo ser usados para confeccao das fibras téxteis

sintéticas. No entanto, estes polimeros sintéticos ndo sdo degradados facilmente, depois
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de completado os seus ciclos de vida uteis, sdo colocados em aterros e lixdes a céu
aberto, contribuindo para a poluicdo ambiental e todos os problemas decorrente dela
(LIMA, 2001).

1.3.7 Tereftalato de Polietileno (PET)

O tereftalato de polietileno € um termoplastico da familia do poliéster que teve sua
origem nas primeiras décadas do século passado na Universidade de Harvard. O Dr.
Wallace H. Carothers foi um dos principais investigadores que dando continuidade ao
trabalho do professor Staudinger, desenvolveu os principios da policondensacao de
polimeros de cadeia longa (KAPLAN, 1998). Em 1928, a equipe apés varias experiéncias
chegou a obtencao do poliéster, procurando explorar o potencial de producao de fibras.
Em 1941, Whinfield e Dickson, investigaradores da “Calico Printers Association”,
produziram e patentearam uma fibra de poliéster, a qual foi dado o nome de Terileno.
Desde entdo as investigacdes sobre o poliéster se intensificaram pelo mundo dando
origem a uma das principais matérias-primas termoplasticas para fabricagdo de fibras,
filmes e embalagens (MANO, 1985).

As primeiras embalagens de refrigerantes PET foram fabricadas em 1977 nos
Estados Unidos da América e desde entdo o seu uso tem sido intensificado ano a ano.
Os passos da polimerizacdo dos poliésteres sdo independentes e nao necessitam de
radicais ou ions transmissores de cadeia, na verdade resultam de uma reagéo gradual,
com a intervengcdo de dois mondbmeros contendo cada um deles mais de um grupo
funcional idéntico. Ao reagir, possibilita a formagao de longas cadeias macromoleculares,
de elevada massa molar. Em cada ligacdo estabelecida ocorre a liberagdo de uma
molécula de agua ou metano, sendo o processo designado de condensacido. Quando os
mondmeros sao acidos carboxilicos e alcool, ambos com mais de um grupo funcional, a
molécula resultante da reagdo apresenta, além da ligacdo éster, um grupo terminal
carboxilico e um grupo terminal hidroxila, que permite a repeticdo das ligagcdes, gerando

uma macromolécula com muitas ligacdes éster (GOMES, 2006).

Na producdo do PET utiliza-se como matérias-primas o acido tereftalico e o
etilenoglicol, que reunem as caracteristicas ideais para uma reacado gradual de poli-

condensagéo produzindo o tereftalato de polietileno (figura 4). As macromoléculas de
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PET sao constituidas de repeticdes da molécula mais simples do tereftalato de etileno
(CANEVAROLO, 2002)
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Figura 4: Estrutura do Tereftalato de Polietileno — PET (GOMES, 2006)

1.3.7.1 Aditivacédo do PET

O PET normalmente ndo necessita de adigdes de plastificantes ou outros aditivos
para seu processamento. Mesmo nos casos em que ocorre 0 uso de aditivos, a
formulacdo é feita pelo préprio produtor da resina e nao pelo transformador, que ja
compra o produto pronto. Contudo, ha diversas versdes com propriedades especiais que
podem conter outros agentes de reforco. Normalmente nas resinas de PET sdo usados
como agente de reforgo, fibras de aramida, esferas de vidro, carbonato de calcio (por ex.,
em fitas magnéticas de PET, pois melhora o coeficiente de friccao da fita), asbestos e
wollastonita (CANEVAROLO, 2002).

Os graus com agentes de reforco (fibras de vidro e carbono, mica) normalmente
sdo direcionados para pegas moldadas por inje¢cdo de alto desempenho. Note-se que
estas cargas afetam negativamente a transparéncia do plastico. Componentes de PET
para uso externo devem conter aditivos anti-raios ultravioleta. Por exemplo, absorvedores
de ultravioleta do tipo benzotriazona, pois afetam muito pouco a cor do plastico, que
passa a ter grande estabilidade. A versédo de alto grau de cristalinidade (CPET) contém
aditivos para promover a formagado de cristalitos na resina (iniciadores, agentes
nucleantes) (CANEVAROLO, 2002).

O PET também pode ser usado na forma expandida, requerendo neste caso a
adicao de agentes de expansao. Obviamente, corantes sao utilizados para colorir as
resinas. No caso de filmes, podem ser usados aditivos para controlar a rugosidade
superficial e, consequentemente, o coeficiente de atrito da superficie do filme. Outros
aditivos podem ser usados para controlar o grau de transparéncia e de reflexdo

superficial. As principais propriedades do PET sao boas resisténcias mecanicas, térmicas
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€ quimicas, além de boas propriedades de barreira a absor¢céo de oxigénio é de 10 a 20
vezes menor que nos plasticos “commaodities” facil reciclabilidade (CANEVAROLO, 2002).

Em seu trabalho Spinacé (2000), conclui que apesar da facil reciclabilidade,
ocorre perda das propriedades mecanicas apos sucessivas reciclagens, fato que se

acentua apos o terceiro ciclo.

1.3.7.2 Obtencao da garrafa PET

Moldagem por injecdo: Nesta etapa o objetivo é obter mudancas fisicas no PET. A
matéria-prima seca, situada no sitio de secagem sobre a injetora, entrara por tubulagcbes
flexiveis pela entrada na injetora para sofrer o processo de plastificacdo. O processo de
plastificacdo é assim denominado, pois o PET em estado sdlido e a temperatura de
aproximadamente de 150°C (temperatura proveniente da secagem), passara para um
estado pastoso (atingindo a temperatura de 300°C). Isto ocorre em uma parte da injetora
denominado extrusor (LIMA, 2001).

O PET entra pela garganta e é aquecido por resisténcia e numa rosca é cisalhado,
até atingir o estado pastoso. O PET pastoso e compactado é transferido para um outro
canhdo, denominado canh&o injetor, onde este também contém resisténcias para manter
a temperatura e/ ou homogeneizar a mesma. O canhao injetor transfere o PET para o
molde (LIMA, 2001).

No molde sera dada a forma e realizada uma primeira resfriada nas pré-formas,
onde elas atingem uma temperatura aproximada de 90°C. As pré-formas sao retiradas do
molde por um equipamento rob6d, onde as pré-formas serdo resfriadas para o
armazenamento (LIMA, 2001).

Apos o resfriamento sdo descarregadas sobre uma esteira transportadora que as
direciona para uma caixa de papelao a frente da injetora, onde sdo armazenadas para
serem distribuidas para os clientes. A figura 5 ilustra uma pré-forma.

Estas pré-formas sdo semelhantes a um tubo de ensaio, com a aba suporte e
rosca ja estabelecidas. Pode ser nas cores cristal, verde, etc. Dependendo da coloragao
a ser solicitada pelo mercado (LIMA, 2001).Uma quantidade da producio ja sai da
empresa na forma de pré-forma, e podera ser transportada para fabrica que ira
desenvolver as préoximas etapas. A parte final, moldagem por sopro, pode ser realizada
na mesma fabrica, em outra especializada ou na fabrica de refrigerantes localizadas em

alguns estados.
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Figura 5: Pré- formas da garrafa PET(LIMA, 2001)

Moldagem por sopro: Esta etapa € normalmente realizada nas empresas de refrigerantes.
O processo consiste no aquecimento da pré-forma e inserida no molde com formato da
garrafa, a pré-forma é submetida a um estiramento, sofrendo orientagdo axial e ao
mesmo tempo ¢é insuflado ar comprimido, expandindo a pré-forma contra a parede do
molde, proporcionando orientagdo radial, ao mesmo tempo em que a garrafa recém-
formada é resfriada pela parede do molde. Em seguida a garrafa é retirada do molde. Um

exemplo da garrafa é ilustrado na figura 6.

Figura 6: Garrafa PET de 2L. Forma industrializada (LIMA, 2001)

1.3.8 Utilizagao de bactérias e fungos na degradacao de plasticos

As bactérias e fungos sdo capazes de degradar a madeira, em ecossistemas

terrestres naturais, porém sem duvida alguma, fungos superiores, especialmente os da
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classe Basidiomycetes, sdo os mais eficientes degradadores (BLANCHETE, 1991 e
ERIKSSON, 1990). As bactérias do género Bacillus, que possuem forma de bastonetes,
sendo em geral patogénicas para os seres humanos e demais mamiferos, como é o caso
do Bacillus anthracis, causador do antraz. O Bacillus cereus causa gastroenterites e
outras infec¢des. Todos os Bacillus produzem enddsporos (esporos internos a bactéria).
Muitos produzem toxinas. Classificacdo cientifica do Bacillus : Reino Bactéria, Filo
Firmicutes, Classe Bacilli, Ordem Bacillales, Familia Bacillaceae, Género Bacillus e
espécie subtilis (SONENSHEIN, 1993).

O género Bacillus foi descrito desde o século XIX, com base na sua habilidade
de motilidade e esporulagao, evidenciando a morfologia e presenca de flagelos que o
diferenciava do género Clostridium ( FORSYTH et al., 1998). Segundo Sneath (1986), os
Bacillus sdo descritos como aerébios que degradam gelatina e formam coldnia do tipo
rizéide, e sua distingdo do outro género da familia Bacillaceae — Clostridium — esta na

utilizac&do do oxig~eno e na forma de seus esporos.

As espécies de Bacillus sao consideradas bem distribuidas no solo, na agua e no
ar e seu estudo taxonédmico evolui bastante nos ultimos anos com o desenvolvimento das
técnicas moleculares (RNA 16S), mas sua identificagdo e classificacdo ainda sao
dificultadas, pois consomem muito tempo e sao consideradas laboriosas (DICKINSON et
al., 2004), o que faz necessario o emprego de métodos de combinacao tradicionais,
quimiotaxonomicas, moleculares e genéticas para se obter um completo e definido perfil
da familia Bacillaceae ( FORSYTH et al. 1998).

Os fungos basidiomicetos sdo geralmente classificados com base nas diferengas
dos respectivos padrdées de degradacdo da madeira que apresentam, levando-se em
consideragdo caracteristicas macroscopicas da degradagao. Assim, podem ser divididas
em fungos de degradacéao clara (ou branca) (White-rot), degradacdo marrom (Brown-rot)
e degradacgao macia (soft-rot) (BLANCHETE, 1991 e HATAKA, 1994).

Os fungos basidiomicetos sdo incluidos taxonomicamente no filo Basidiomycota
do Reino Fungi. Morfologicamente sao caracterizados como fungos que produzem
esporos de origem sexuada em estruturas especializadas chamadas basidios, onde
ocorre a cariogamia e a meiose. Apresentam micélio dicariético durante a maior parte do

ciclo de vida e hifas septadas que podem formar ansas, que sao algcas de conexao que
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auxiliam na manutencao da dicaridtica tipica do grupo. Embora, nem todo basidiomiceto
possua ansa, toda hifa com estrutura complexa, perfurado no centro e com a parede
espessada envolta do poro, que por sua vez pode ser recoberto com uma membrana
vinda do reticulo endoplasmatico (ALEXOPOULOS, 1996).

A degradacao da lignina por fungos de decomposi¢ao branca € mais rapida do
que a causada por outros microrganismos, sendo estes os responsaveis pela maioria da
decomposicdo da lignina na natureza. O crescimento destes fungos diminui em
condi¢cbes limitadas de nitrogénio e carbono, e a atividade de enzimas lignoliticas
aparece como forma de metabolismo secundario (KIRK e FARRELL, 1987; TUOMELA, et
al., 2000). Para o fungo Phanerochaete chrysosporium, assim como outros de
decomposi¢cdo branca, o processo de degradacdo € maior quando ha auséncia de
nitrogénio, enxofre e carboidratos no substrato (ALEXOPOULOS, 1996).

Na degradacdo da lignina, algumas enzimas fenol-oxidases extracelulares s&o
produzidas, incluindo a lacase, a lignina peroxidase e manganés peroxidase. O processo
completo de deterioracdo da lignina pode ocorrer parcialmente por reagbes nao
enzimaticas (ALEXOPOULQOS, 1996; BLANCHETTE, 1991; ERIKSSON et al., 1990). A
lignina contém uma variedade de ligagdes que estdo comumente presentes em poluentes
aromaticos. O sistema degradativo dos fungos de decomposigédo branca é inespecifico e
oxidativo (BUMPUS ; AUST, 1987 ; HAMMEL, 1989).

1.3.8.1 Crescimento microbiano e altera¢6es dos polimeros sintéticos

Entre os polimeros sintéticos, o poliuretano (PU) foi considerado biodegradavel
nas primeiras pesquisas realizadas em 1966 (EL-SAYED et al.,, 1996). Os poliéster-
uretanos sdo mais suscetiveis a degradagao fungica em comparagdo aos poliésteres-
uretanos (HOWARD et al., 1998; AKUTSU et al., 1998; NAKAJIMA-KAMBE et al., 1997,
SANTERRE et al., 1993). Foi verificada em 1981, que, adicionando-se suplementos de
nitrogénio, a biodegradagdo do poliéster PU por fungos filamentosos e pela levedura

Cryptococcus laurentii, aumentava (EL-SAYED et al., 1996).

Em 1985, foi demonstrada a fungcao das enzimas extracelulares na biodegradacao
do poliuretano (EL-SAYED et al., 1996). Geralmente os polimeros sintéticos e naturais

podem ser atacados bioquimicamente por microrganismos através da produgdo de
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enzimas hidroliticas que catalisam a hidrélise das ligagbes éster, éter ou amida, como é o
caso das esterases (SCHNABEL, 1981).

Desde entdo, um numero crescente de fungos com capacidade de degradar
poliéster PU tem sido isolados, e foi sugerido que o ataque enzimatico do PU envolve a
acao de enzimas hidroliticas como ureases, proteases e esterases (HOWARD et al.,
1998; AKUTSU et al., 1998; NAKAJIMA-KAMBE et al., 1997 e SANTERRE et al., 1993),
como ocorrido em 1994, onde foram isolados quatro espécies de fungos, Curvularia
sengalensis, Fusarium solani, Aureobasidium pullulans e Cladosporium sp, sendo
caracterizada suas capacidades em degradar ésteres de PU. Observou-se que C.
sengalises secretou uma enzima extracelular com as mesmas propriedades das
esterases (HOWARD et al., 1998).

O fungo Phanerochaete chrysosporium apresentou crescimento intenso, de dificil
remogao, em filmes de polietileno, sendo sua degradac¢ao evidente quando comparados
aos controles. As condi¢cdes de cultivo foram aquelas adequadas a degradacido de
lignina. Foram verificadas também, que microrganismos ligninoliticos foram capazes de
degradar componentes oxidados de tereftalato de polietileno, observando-se redugdes de

massa molecular deste polimero (LEE et al., 1991).

Filmes de policloreto de vinila (PVC) apresentaram-se opacos e menos flexiveis
quando incubados com os fungos basidiomicetos P. Chrysosporium, Peniophora cinerea
e Trogia buccinalis, e analise em espectro de UV revelaram mudangas significativas,
indicando a presenca de acidos carboxilicos e de polienos proveniente das quebras
oxidativas da cadeia macromolecular, através de processos enzimaticos (FRANCHETTI
et al., 1998).

Os efeitos esperados quanto ao crescimento microbiano em polimeros sintéticos
sdo: ataque da superficie do polimero, descoloracdo e perda de transparéncia. A
remocgao dos plastificantes, modificadores e lubrificantes resulta no aumento da firmeza
(menor flexibilidade), mudangas no peso, dimensbdes e outras propriedades fisicas, assim
como, em deterioracdo das propriedades elétricas, tais como, resisténcia, constante e

forga dielétrica e fator de poténcia (ASTM -G-21).
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Freqlientemente, as mudangas nas propriedades elétricas ocorrem devidas,
principalmente, ao crescimento microbiano na superficie e estd associada a umidade e a
mudangas no pH provocadas pela excrecdo de metabdlitos. A nao uniformidade de
plastificantes, lubrificantes ou de outros aditivos de processamento na superficie
polimérica também influencia no ataque microbiano, podendo ocorrer crescimento
preferencial causado pela dispersdo desigual destes compostos. Mudancgas fisicas sao
observadas em produtos, tais como, filmes ou revestimentos, nos quais a relagao
superficie/volume ¢é alta e onde os materiais nutrientes, como os plastificantes e
lubrificantes, continuam a se difundir para a superficie quando utilizados pelos
microrganismos (ASTM G21-90, 1990).

1.3.8.3 Enzimas envolvidas no processo de degradacgao

As Fenoloxidases representam o maior grupo de enzimas envolvidas na atividade
metabdlica secundaria, mas comumente associado a produgdo dos melanina e outros
pigmentos. As reacgdes catalisadas por estas enzimas estdo também relacionadas com
mudangas nas propriedades da parede celular (aumento da impermeabilidade e
resisténcia hidrostatica), interagdes intercelulares (agregacdo hifal) e a remocao/
detoxificacdo de certos metabolitos secundarios (MAYER, 1987; MAYER e HAREL,
1979).

O termo fenoloxidase, fenolase de polifenol oxidase, sdo usados para descrever
enzimas que catalizam a oxidacdo molecular de compostos aromaticos. A presenga das
enzimas tais como a catalase, a peroxidase e a superoxido dismutase que reagem com o
oxigénio ativado, é também importante em determinar a estabilidade dos compostos
aromaticos (MAYER ; HAREL, 1979).

As fenoloxidases sdo oxidoredutases que catalisam o 6xido dos compostos
fendlicos. Sao divididas em dois subgrupos (lacases e tirosinases) e ambos reagem com
o oxigénio (DURAN et al., 2000). A atividade de feneloxidase extracelulares, indicando a
presenga de enzimas lignoloticas foi descoberta na década de 30 em um fungo de
degradacao branca (ERIKSSON, 1990); logo depois foi demostrado que as reagdes eram
catalisadas por oxidoredutases do tipo de lacases e peroxidases (KIRK 1971; ANDER e

ERIKSSON, 1976). A biodegradagao da lignina € um processo oxidativo, no entanto, o



Jara, A. M. A. T Biofilmes e enzimas sintetizados.... 37

metabolismo dos fragmentos de lignina envolve uma combinacao de reagdes de oxido-
reducéo (SCHOEMAKER, 1990).

Devido a natureza e tamanho da molécula de lignina, as enzimas responsaveis
pelo ataque inicial precisam ser extracelulares e nao-especificas. As enzimas
extracelulares melhores estudadas, produzidas por estes fungos, sao: lignina peroxidase
(LiP), manganés peroxidase (MnP), e lacase. O papel de LiP e MnP na degradagao da
lignina tem sido verificado, enquanto que outras enzimas sao ainda incertas. Diferentes
fungos de decomposigao branca produzem diferentes combinagdes de enzimas: existem
os produtores de LiP e MnP, outros que produzem MnP e lacase, fungos que produzem
LiP e lacase, e ainda os que nao produzem LiP nem MnP, mas sim lacase e alcool aril
oxidase (AAO), ou ainda outras enzimas (TUOMELA et al., 2000).
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Abstract

The modification of polyethylene terephthalate (PET) fibres from used beverage
bottles was investigated by treatment with UV (6 and 36h), temperature (35°C and
50°C), and without physic treatment on the production of extracellular enzymes, and
biofilm formation by Bacillus subtilis under controlled conditions. The results showed
partial degradation of the copolymer submitted to physic treatments and colonization by
B. subtilis. The best results of degradation were associated with protease, amylase and
esterase on surface of PET particles submitted to 50°C of temperature, during 60 days.
However, the esterase activity simulating biodegradation of PET by B. subtilis, and
suggest residual lost of weight, and the products showed low toxicity when compared
with the PET particles without treatments.

Keywords: polyethylene terephtalate; enzymes; Bacillus subtilis

1. Introducgao

Os plasticos em geral apresentaram uma grande difusdo comercial nas ultimas
décadas, considerando a sua resisténcia e emprego industrial na sintese de novos
polimeros com propriedades fisico-quimicas especiais. Paralelamente associado a
essas qualidades, ocorrem problemas graves para o meio ambiente, devido a grande
quantidade de descarte de polimeros no meio ambiente, permanecendo por um longo
tempo em depdsito de lixo e aterros sanitarios. Esta situagdo tem permitido que os
produtos manufaturados com plasticos, permanecam visiveis em muitos ambientes
terrestres e aquaticos, devido a sua dificil eliminagao (Eggins et al., 1971, 1975).

O tereftalato de polietileno (PET) € um polimero sintético que tem sido muito
utilizado na area de embalagens alimentares, especialmente, bebidas gaseificadas,

apesar da maior parte da demanda mundial deste plastico, contudo, esta relacionada a
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aplicacao de fibras (Edge et al., 1996) . No Brasil, sdo produzidos anualmente cerca
de 270 mil toneladas de tereftalato de polieileno (PET).

A biodegradacdo dos polimeros &€ um processo pelo qual bactérias, fungos
filamentosos e leveduras excretam suas enzimas para utilizar parte da estrutura
quimica, como fonte de carbono, modificando assim, a forma original do polimero
(Chandra; Rustgi, 1998 e Rosa et al.,, 2002). Portanto, a busca de microrganismos
capazes de degradar compostos xenobidticos é de grande interesse para os
processos de biorremediagdo, principalmente na remogédo de plasticos (Chandra;
Rustgi, 1998).

Os plasticos, apresentam uma relagdo inversa entre peso molecular e
biodegradabilidade. Oligbmeros de hidrocarbonetos lineares com peso molecular
abaixo de 620 suportam crescimento microbiano, contudo, pesos moleculares mais
altos sao dificilmente utilizados pelos microrganismos (Haines e Alexander, 1974;
Potts, 1978).

Neste sentido, tem sido amplamente aceitavel a resisténcia a degradabilidade do
tereftalato de polietileno, considerando seu peso molecular, além da natureza
hidrofébica que interfere com a colonizagdo e viabilidade dos microganismos (Hadad
et al. , 2005).

Portanto, explorar processos de transformacgdes fisico no plastico se faz necessaria
para proporcionar a perda de algumas de suas propriedades fisicas, tornando-se
assim, mais acessivel a colonizagao microbiana e consequentemente, possibilitar o
processo de biodegradacao (Chanda e Roy, 1986; Cornelli et al.,1984).

Neste trabalho foi avaliada a formagao de biofilme por Bacillus subtilis em
superficie de tereftalato de polietileno - PET, submetido ou ndo ao tratamento com
irradiacao de luz ultravioleta (6 e 36 horas) e temperatura (35°C e 50°C por 72 horas),
respectivamente, associados a producdo de enzimas (polifenoloxidases, amilase,

protease e esterase), liberagdo de proteinas totais, pH e toxicidade.
2. Materiais e Métodos
2.1 Microrganismo
Foi utilizada a linhagem Bacillus subtilis UCP 999, isolada de solo contaminado
por petréleo no porto do Recife-PE, procedente do Banco de Culturas da Universidade

Catdlica de Pernambuco — UNICAP, mantida no meio agar nutriente-AN, a

temperatura de 5°C.
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2.2 Tereftalato de Polietileno e Tratamentos com Irradiacdo UV e temperatura

O polimero sintético utilizado nos ensaios foi o tereftalato de polietileno
industrial (garrafa de coca-cola) foram cortados em particulas,correspondente ao
tamanho de 20 x 20 mm, com espessura de 0,35 mm. Em seguida as particulas de
tereftalato de polietileno foram submetidas a 2 processos fisicos: 1.1) irradiagdo UV
por 2h (durante 3 dias) correspondendo ao total de 6h; 1.2) irradiagdo UV 12h (durante
3 dias) correspondendo ao total de 36h. O tratamento com irradiagcao UV foi realizado
na capela de fluxo laminar, onde a lampada de UV estava na altura de 40 cm com o
comprimento de onda entre 2.400 e 2.800 nm.

2) A influéncia da temperatura foi avaliada submetendo-se as particulas a 35°C e
50°C, respectivamente, durante 72h e como controle, particulas de PET sem

tratamento fisico.

2.3 Desinfeccao das particulas de PETs

As particulas do PET foram previamente cortadas, pesadas e em seguida
colocadas em placas de Petri, contendo alcool iodado, deixados em camara de fluxo
laminar, por 60 minutos, agitando-se ocasionalmente. A seguir, com o auxilio de uma
pinga estéril, estes foram removidos e transferidos para outras placas de Petri com
solugao de etanol 70%, onde permaneceram por um periodo de 60 minutos, agitando-
se ocasionalmente, segundo estabelecido pela ASTM-D-5247, (Lee et al., 1998, 1991).
Apoés estes procedimentos, os plasticos foram transferidos, assepticamente, para
placas de Petri com agua destilada por 60 minutos, agitando-se ocasionalmente. Por
fim, as particulas de PET permaneceram a temperatura ambiente, em dessecador, até

peso constante.

2.4 Condigdes culturais para avaliar a colonizagao de Bacillus subtilis

O Bacillus subtilis foi crescido em placas de Petri contendo o meio Agar
nutriente, constituido por extrato de carne 5,0g, cloreto de sédio 5,0g, peptona 10,0g,
agar 15,0g, e 1000mL de agua destilada, incubado a temperatura de 35°C durante 24
horas, pH 6,72. O crescimento do B. subtilis foi medido por turbidez a uma densidade
optica (D.Oggp) de 0.5. Foram utilizados frascos de Erlenmeyers com 250 mL de
capacidade, contendo 100 mL do caldo nutriente, adicionado de 0.02-0.50% de Tween
80 e 1 mL da suspensao bacteriana, adicionados das particulas do PET, de acordo

com os tratamentos utilizados, previamente pesadas e esterilizadas. Em seguida, os
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frascos foram mantidos sob agitagdo de 150 rpm, a temperatura de 35°C, por um
periodo de 30 e 60 dias. Apds o periodo de incubacdo, dos cultivos foram avaliados a
viabilidade celular, em seguida, filtrados com filtro Sterifil D-GV, Millipore 0,22um. Do
liquido metabdlico livre de células foi utilizado para as seguintes determinag¢des: da
atividade enzimatica, do pH, de proteinas totais e da toxicidade. As peliculas do PET
foram removidas dos frascos, colocadas em estufa a 35°C até secar totalmente, sendo
entdo transferidas para dessecador e mantidas até peso constante. Controles foram
realizados com auséncia de tratamento fisico. Todos os experimentos foram
realizados em duplicata.

Determinacdo _do pH - O pH do liquido metabdlico livre de células foi medido

utilizando-se um pHmetro Orion, modelo 310.

Viabilidade celular — a viabilidade celular foi realizada através da técnica “pour plate”,

usando como meio inoculante o agar nutriente, 24h de incubacédo a temperatura de
35°C, seguido de contagem do numero de coldnias.

Determinacdo das proteinas totais - A concentracdo de proteinas totais do liquido

metabdlico livre de células foi determinada segundo o kit LABTEST Diagnéstica. O
principio dessa técnica consiste na reagdo das proteinas da amostra com o biureto
(hidroxido de sodio, 1,86 mol/L; tartarato de sdédio e potassio 430 mM/L; sulfato de
cobre, 120 mM/L e iodeto de potassio 300 mM/L), desenvolvendo uma coloragao roxa,
proporcional a concentracido de proteinas das amostras, determinadas a 545 nm,

tendo como padrao albumina.

2.5 Avaliagdo da toxicidade dos metabdlitos produzidos pela biodegradagdo do

tereftalato de polietileno

Os testes de toxicidade foram realizados com os liquidos metabdlicos dos
ensaios com 30 e 60 dias de incubagao do PET (tratado ou nao), usando o crustaceo
Artemia salina como bioindicador. O bioensaio foi baseado apenas na porcentagem de
morte dos organismos em relagdo ao seu numero total (10 larvas), na presenca de
diferentes concentragdes do liquido metabdlico (v/v de 25%, 50% e 75%), diluidas em
5 ml de uma solugdo aquosa de sal marinho sintético (33,3g L), incubados por 24h. O
volume maximo da amostra teste (liquido metabdlico) foi de 1,5ml (Mc Laughlin et al.
1985).

Em seguida, foi realizada a contagem dos organismos sobreviventes,
determinando-se assim a dose limite (CLso) dos liquidos metabdlicos. Os testes foram

realizados em duplicata.
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2.6 Remocgao do biofilme bacteriano da superficie do Tereftalato de Polietileno

Para facilitar a avaliagdo do biofilme nas particulas do PET, dois tratamentos
foram realizados de acordo com (Hadad et al., 2005) modificado, pela remogéo inicial
do biofilme pelo tratamento com agua destilada estéril. Deste modo, as particulas de
PET contendo colonizagao do B. subtilis foram inicialmente pesadas, transferidas para
Erlenmeyers de 125 mL de capacidade, contendo 15 mL de agua estéril, mantidos sob
agitacdao de 150 rpm, a temperatura de 28°C, por um periodo de 12 horas. Em
seguida, as particulas foram lavadas com uma solu¢do de dodecil sulfato de sédio —
(SDS) a 2% (v/ v) durante 4 horas, seguido de cinco lavagens com agua destilada até
remocao total da solucdo. As particulas de tereftalato de polietileno foram colocadas
em papel de filtro, secas “overnight” a 35°C, sendo colocadas em dessecador até peso
constante. A porcentagem de perda de massa do PET foi estimada em relagdo ao

peso inicial da particula, apés a remog¢ao do biofilme.

2.7 Detecgao de Atividade enzimatica

Atividade esterase: A deteccao da atividade esterase foi realizada pelo método

descrito por (Kitancharoen e Hatai 1998), tendo Tween 80 como susbtrato. Discos de
papel xarope de 6 mm foram embebidos com 100 ul, depositados no centro da placa
de Petri contendo o meio para atividade esterase, incubadas a temperatura de 35°C,
sendo observadas a cada 24 horas, apods o aparecimento do halo purpura ao redor do
disco, medido e expresso em mm.

Atividade Amilase: A deteccdo da atividade amilase foi realizada de acordo

com a metodologia de (Hankin e Anagnostakis 1979), tendo amido solivel como
substrato. Discos de 6 mm de papel xarope, contendo 100 pl do liquido metabdlico
(controle e tratados), depositados no centro da placa de Petri contendo o meio para
atividade amilase, incubadas a temperatura de 37°C, sendo observadas a cada 24
horas, apds a coloragao com lugol o aparecimento do halo transparente ao redor do
disco, medido e expresso em mm.

Atividade Protease: A deteccdo da atividade de protease nos liquidos

metabdlicos foi realizada de acordo a metodologia de (Hankin e Anagnostakis 1979),
tendo gelatina a 2% como substrato. Discos de 6 mm de papel xarope contendo 100 pl
do liquido metabdlico (controle e tratados) foram colocados no centro da placa
contendo o meio para atividade protease, incubados a temperatura de 37°C, sendo
observados a cada 24 horas, até o aparecimento do halo transparente ao redor do

disco, medido e expresso em mm.
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Atividade de Polifenoloxidases: A determinacao da atividade feneloxidase dos

liquidos metabdlitos foi realizada pelo método descrito por (Conceicéo et al. 2005),
tendo acido galico como substrato. Discos de papel xarope de 6 mm contendo 100 pl
do liquido metabdlico (controle e tratados) foram colocados no centro da placa
contendo o meio para atividade fenoloxidase, incubadas a temperatura de 37°C, sendo
observadas a cada 24 horas, até o aparecimento do halo marrom ao redor do disco,

medido e expresso em mm.

2.8 Microscopia Eletronica de Varredura

O biofilme formado por B. subtilis coletadas com 30 e 60 dias de cultivo nas
particulas do PET foram lavados em PBS, pH 7.2, por duas vezes, durante 10
minutos. Em seguida fixados com glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1M, pH 7.4,
durante 1 hora, a temperatura ambiente. Finda a etapa de fixacéo, todas as amostras
foram novamente lavadas com tampao fosfato, duas vezes, durante 10 minutos,
seguido de pés-fixagdo com tetroxido de ésmio a 1%, em tampao fosfato, durante 1
hora a temperatura ambiente, na auséncia de luz. Em seguida, as amostras foram
mais uma vez lavadas com tampao fosfato 0,1M, sendo posteriormente, submetidas
ao processo de desidratacdo. Para a desidratacao das amostras foi utilizado alcool
etilico, em proporgdes de 50%, 70%, 90% (5 minutos para cada troca) até a proporgao
de 100% (trés vezes, 10 minutos cada troca). Apds essa etapa, as amostras foram
submetidas ao ponto critico para eliminagao total da fase liquida e montagem em
suportes de aluminio, com posterior metalizagdo. As amostras foram visualizadas,
analisadas e fotografadas ao Microscopio Eletronico de Varredura JEOL JSM T2000
(De Souza, 1998).

3. Resultados e discussao

A tabela 1 apresenta os valores da viabilidade celular de B. subtilis apds 30 dias e 60
dias de incubagdo com as particulas do polimero, com e sem tratamentos fisicos.
Observou-se que ocorreu um aumento do numero de células que foi de 9,1x107 para
as particulas do PET com irradiacdo UV por seis horas, em relagdo ao numero inicial
de células do controle. O efeito das temperaturas 35°C no PET acarretou uma redugao
na populagédo bacteriana, com 60 dias de incubagdo, observando-se um numero de
células de 4,3x10" no periodo de 60 dias de incubacdo, quando comparados ao PET

controle (sem tratamento).
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Observou-se ainda, que apoés 30 e 60 dias de incubagao conforme mostra na tabela 1,
o pH inicial de 6,72 aumentando para pH (>8,0) em todos os tratamentos, inclusive no
controle. Contudo, as particulas submetidos a irradiacdo com UV apresentou no
periodo de 36h de tratamento um pH de 8,41, apds 30 dias de incubacao e 8,60 apos
60 dias, sugerindo a presenga de metabdlitos oriundos do processo de uma possivel
degradacdo, causando alteracdao do pH. Observou-se ainda, que com 30 dias o
plastico tratado com temperatura de 35°C apresentou uma maior alteragdo do pH,
passando para 8,51 com 30 dias de incubag&o, no qual com 60 dias o pH baixou para
8.05. Segundo a ASTM- G-21, ( Lee et al., 1991 e Raghavan, 1995), as mudancas nas
propriedades elétricas dos plasticos ocorrem devido, principalmente, ao crescimento
microbiano na superficie do plastico, estando associado a umidade e as mudancas do
pH, provavelmente, causadas pela degradagédo quimica do PET ou pela formagao de
metabdlitos secundarios.

Com relagéo as proteinas totais produzidas no liquido metabdlico com 30 e 60 dias de
incubacao, ocorreu um grande aumento no periodo mais prolongado de crescimento
(60 dias), exceto para a irradiagdo com a luz ultravioleta por seis horas e a tempertura
de 50°C. Nesta temperatura observou-se uma drastica reducdo no conteudo de
proteinas totais, possivelmente, devido ao processo de desnaturacdo e ou
degradacao, mediados pela alta temperatura (50°C) (Gilan et al 2004) analisou
conteudo de proteinas no processo de colonizagédo, formagao e biodegradagcao de
polietileno por Rhodococcus ruber .

Nas tabelas 2 e 3 observam-se o peso inicial das particulas, peso com biofilme e peso
ap6s a remoc¢ao do biofilme, indicando a porcentagem de perda de massa nas
particulas do PET tratado ou ndo com processos fisicos, apds a colonizagdo de
Bacillus subtilis.

Destacaram-se no periodo de 30 dias (tabela 2), a particula tratada com irradiagdo UV
com 6 horas e com temperatura de 50°C respectivamente, apresentaram diminuicao
de 0, 06% e 0,07% da massa inicial da particula do PET. A porcentagem da
diminuicdo da massa da pelicula sem tratamento foi igual a da irradiagao ultravioleta
(0,06%).

Observa-se na tabela 3 que, as porcentagens de perda de massa polimérica no
periodo de 60 dias foram mais altas em comparagao ao periodo de 30 dias, sendo a
maior perda de 0,08% apresentada para a particula tratada com temperatura de 50°C
e com 0,07% para as tratadas com irradiagao UV por 36 horas.

A literatura se refere a uma perda de massa na porcentagem de elongacdo do
polimero (polyclean), como também na média do peso molecular, quando comparado

ao controle (sem tratamento) (Lee et al., 1991).
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3.1 Enzimas produzidas por Bacillus subtilis durante o processo de degradacao do
PET

Foram produzidas protease, amilase e esterase, com excecdo da enzima
polifenoloxidases (tabela 4). A atividade amilase produzida pelo B. subtilis de uma
forma geral apresentou halos de 10 a 48 mm, contudo, o controle apresentou a maior
deteccao com 60 dias de incubacgdo. Observou-se com 60 dias de incubagédo halos
superiores a 10mm. Observou-se ainda, que a amilase produzida pelo B. subtilis nas
superfices do PET tratadas com UV e temperatura foi mais expressiva com 60 dias de
incubacao ( tabela 4).

Resultados semelhantes também foram observados com a protease, sendo que o
controle, apresentou halos de 45 mm, com sessenta dias de incubagao. Ressalta-se
que o tratamento com a temperatura de 50°C formou o maior halo com 60 dias de
incubacgao, de 52mm.

Os resultados obtidos demonstraram ainda, que apenas quando o microrganismo
colonizava o polimero previamente tratado com a temperatura de 50°C expressou
atividade esterase (tabela 4). A literatura se reporta as enzimas hidroliticas
sintetizadas pelos microrganismos como amilase, protease e principalmente, esterase
(Fische-Colbrie et al., 2004), estar envolvidas com o processo de degradagéo do PET,
cujas informagdes apoiam os resultados obtidos, sugerindo uma possivel degradacao
do PET nas condicbes estudadas.

Mayende et al 2006 descrevem a producao de enzimas polifenoloxidases por Bacillus

thermophilic spp. Diferentes dos resultados encontrados no presente trabalho.

3.2 Formacéo do biofilme por Bacillus subtilis na superfice de tereftalato de polietileno

com e sem tratamento fisico

Os conteudos estimados de biofilme formado na superficie polimérica do tereftalato de
polietileno, com e sem tratamento por Bacillus subtilis estdo apresentados na tabela 5.
Transformagdes fisico-quimicas no material plastico se faz necessaria para que ele
perca algumas de suas propriedades fisicas e torne-se mais acessivel a colonizagao
microbiana e consequentemente, possibilitar o processo de biodegradacao (Chanda et
al., 1986 e Corneli et al., 1984). Segundo ( Xu et al..,1995), a biodegradacéo pode ser
facilitada por aplicacdo de processos prévios de luz (UV) e/ou calor na matriz
polimérica. Ambos os tratamentos com irradiacdo UV por 6 e com temperatura de
35°C possibilitaram uma superficie mais adequada para a colonizacéo e formacgao do
biofilme por Bacillus subtilis quando comparado as particulas controle (sem

tratamento).
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Apds a quantificacdo do conteudo de biofilme foi confirmada através da microscopia
eletrbnica de varredura a formacao de biofilme pelo Bacillus subtilis, utilizando-se
amostras com 60 dias de incubacao, controle e tratado com luz ultravioleta, como
também com a temperatura (figura 1. A,B,C e D). Observou-se uma distribuicao
homogénea e esparsa, com pontos de ligagdo dos microrganismos a superficie do
polimero (figura A e C). Contudo, com o tratamento com temperatura de 35°C foram
observados bacilos alongados, com alta densidade eletrénica, células estruturadas de
forma agrupada, sendo essas informagdes corroboradas por (Gilan et al.2004),
trabalhando com o processo de colonizagdo de Rhodococcus ruber.

Contudo, com a irradiacao ultravioleta por 6 horas verificou-se uma diminuicao
da populagao bacteriana aderida a superficie do polimero. As células apresentaram
uma forma mais arredondada, com distribuicido heterogénea. Observou-se ainda, uma
diminuicdo da eletrondensidade celular. Os resultados observados sugeriram que a
temperatura e o tratamento com a luz ultravioleta induzem variagées na distribuicéo,
da forma, homogeneidade e eletrondensidade da populagdo bacteriana aderida a

superficie do polimero, quando comparadas ao controle.

3.3 Toxicidade dos metabdlitos formados pelas particulas PET

Apo6s o periodo de incubacéo do B. subtilis por 30 e 60 dias com as particulas
de PET com tratamento de irradiagao ultravioleta por seis e trinta e seis horas e
temperaturas de 35°C e 50°C por 72 horas, testes de toxicidade foram realizados com
o liquido metabdlico oriundo dos respectivos ensaios, utilizando o bioindicador Artemia
salina. Os resultados obtidos nos testes de toxicidade sao mostrados na figura 5. A
porcentagem de mortalidade para A. salina, apds exposicdo com as amostras de 60
dias de incubacgédo quando comparadas ao controle (contendo apenas agua do mar). O
ensaio com irradiacdo UV 36h demonstrou maior toxicidade, com mortalidade entre 10
a 55%. No ensaio com a temperatura de 35°C observou-se uma mortalidade mais alta
na concentracdo de 75% do liquido metabdlico, comparando ao ensaio com a
temperatura de 50°C (figura 2). Assim, amostras controle foram testadas,
apresentando uma mortalidade de apenas 10% nas concentracdes de 50% e 75%,
respectivamente.
O valor da CLs, das amostras (concentracdo que causa 50% de mortalidade) foi
calculado pelo método de Trimmed Spearman-Karber ( Youn — Joo, 2006). A CLs, das
amostras com 30 dias de incubagao foram calculadas segundo este método, onde a

amostra controle apresentou uma CLs, de 65,52 % (v. v‘1), com uma faixa de variagao
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de 52,69 e 81,47%, para um intervalo de confianga de 95%. Com o tratamento da luz
ultra violeta por seis horas observou-se uma CLs, de 62,24% (v.v‘1),com uma faixa de
variagao de 44,73 e 83, 83%, para um intervalo de confianga de 95%, sendo um valor
mais baixo em relagéo ao controle (tabela 6). Contudo, com 36h, nao foi possivel ser
calculada segundo este meétodo, uma vez que apresentou baixo percentual de
mortalidade.

Para o tratamento com a temperatura de 35°C o valor da CLso foi de 54,33% (v. v‘1),
com uma faixa de variagdo de 43,83 e 67,35%, para um intervalo de confianga de
95%. No entanto, com a temperatura de 50°C a CLs, foi de 45,74% (v.v'1) e faixa de
variagao de 37,85 a 55,27%, para um intervalo de confianga de 95% (tabela 6).
Estudos realizados por (Siqueira et al.,, 1998) demosntraram que a validade e a
confiabilidade do bioensaio de toxicidade com Artemia salina estdo relacionadas com
as fragdes que continham uma substancia reconhecidamente ativa. Portanto, a CLsg
dos experimentos com 60 dias de incubagcdo ndo foram calculados segundo este
método, uma vez que apresentaram baixo percentual de mortalidade. Observou-se
que o teste controle (contendo apenas agua do mar e Artemia), ndo indicou que as
larvas foram afetadas, validando a condi¢ado dos experimentos.

Cavalcante et al.2000 sugeriu que ensaios de letalidade proporcionam uma avaliagao
da toxicidade geral e, portanto, devem ser considerados essenciais para testes
preliminares, considerando o estudo de compostos com potencial de atividade
bioldgica.

Reginatto, 1998 usando a alga Scenedesmus subspicatu, observou que os testes de
toxicidade com alga, mesmo padronizados, ndo séo utilizados com cautela e que uma
padronizagdo internacional mais detalhada s&o necessarias, levando-se em
consideragdo as caracteristicas das amostras a serem avaliadas. Assim, nos estudos
aqui descritos observou-se que uma possivel degradacdo do PET pelo B. subtilis
formou metabdlitos com 60 dias de incubagio, contudo, os mesmos apresentaram
baixa toxicidade.

Os estudos realizados com o microrganismo Bacillus subtilis evidenciam a formacao
de um biofilme na superfice polimérica do tereftalato de polietilieno sugerindo a
ocorréncia de degradagao. Contudo, dos tratamentos fisicos utilizados a temperatura
de 50°C demonstra uma possivel alteracdo na superficie, conduzindo portanto, a uma
facil e rapida colonizagdo do microrganismo, possibilitando a expressado de enzimas
hidroliticas, responsaveis pelo fenbmeno de degradacdo, e consequentemente, a
perda de massa polimerica. Os estudos realizados evidenciam ainda que os
tratamentos fisicos (UV e temperatura) demonstram auxiliar na reducéo da toxicidade

dos produtos de degradacdo. No entanto particulas de PET tratadas com irradiagcao
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UV e temperatura torna-se mais acessivel a adesdo do microrganismo em relagéao a
particula sem tratamento.
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Tabela 1: Crescimento bacteriano de Bacillus subtilis, formacao de biofilme, proteinas

totais produzidas e pH, com 30 e 60 dias de incubacao com tereftalato de polietilleno-

PET com tratamento fisico ou nao

Crescimento Biofilme (g) Proteinas totais pH
PET bacteriano (mg mL)

(UFC mL)

30d 60d 30d 60d 30d 60d 30d 60d
Controle  3,8x10" 8,4x10" 0,0006 0,0003 32 46 8,40 8,57
UV 6h 9,2x10  9,1x10” 0,0012 0,0007 42 28 8,11 8,09
UV 36h 7,4x10" 9,1x10" 0,0003 0,0003 14 52 8,41 8,60
T35°C 5,7x10” 4,3x10" 0,0005 0,0008 12 28 8,51 8,05
T50°C 5,3x10"  7,6x10" 0,0005 0,0004 16 8 8,02 8,35

*pH inicial 6,72  * Pré-inéculo= 5,9x10°

*Controle : particulas do PET sem tratamento fisico
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Tabela 2: Peso inicial das particulas do tereftalato polietileno-PET, com e sem
tratamento com luz ultravioleta e temperatura, com biofilme e apdés a remocao do

biofilme, com 30 dias de incubacdo com o Bacillus subtilis

Peso inicial da  Particulacom  Particula apos Perda de
particula(g) biofilme (g) a remocgao do massa das
PET biofilme (g) particulas
(%)
Controle 0,1835 0,1841 0,1834 0,06
UV 6h 0,1706 0,1715 0,1705 0,06
UV 36h 0,1633 0,1636 0,1633 0
T 35°C 0,1524 0,1527 0,1524 0
T50°C 0,1550 0,1555 0,1549 0,07

*Controle : particulas do PET sem tratamento fisico
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Tabela 3: Peso inicial das particulas do tereftalato polietileno-PET, com e sem
tratamento luz ultravioleta e temperatura, com biofilme e apés a remocao do biofilme,

com 60 dias de incubagao com o Bacillus subtilis

PET Peso inicial da  Particulacom  Particula apos Perda de
particula(g) biofilme (g) a remocgao do massa das
biofilme (g) particulas
(%)
Controle 0,1830 0,1836 0,1830 0
UV 6h 0,1706 0,1712 0,1706 0
UV 36h 0,1546 0,1551 0,1545 0,07
T35°C 0,1524 0,1531 0,1524 0
T50°C 0,1327 0,1331 0,1326 0,08

*Controle : particulas do PET sem tratamento fisico
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Tabela 4: Atividade enzimatica detectada no liquido metabdlico de Bacillus subtilis

com 30 e 60 dias de incubacao com tereftalato de polietileno-PET tratado ou n&o

Protease Amilase Esterase Polifenoloxidase
(mm) (mm) (mm) (mm)
Tratamentos  30d 60d  30d 60d 30d 60d 30d 60d
Controle 23 45 48 45 - - - -
UV 6h 20 45 20 40 - - - -
UV 36h 20 43 17 40 - - - -
T35°C 23 45 44 42 - - - -
T50°C 39 52 10 44 - 40 - -

(-) negativo.
*Controle : particulas do PET sem tratamento fisico
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Tabela 5. Biofiime formado por Bacillus subtilis em particulas de tereftalato de
polietileno-PET, com e sem tratamento com luz ultravioleta e temperatura, apés 60

dias de incubagao

Tereftalato de polietileno-PET
Tratamentos

Peso inicial (g) Peso final (g) Biofime (g) %
Controle 0,1835¢g 0,1838g 0,0003g 0,16
UV 6h 0,1672g 0,1679g 0,0007g 0,42
UV 36h 0,1633g 0,16369g 0,0003g 0,16
T35°C 0,1682g 0,1690g 0,0008g 0,48
T 50 °C 0,1550g 0,15549g 0,00049g 0,24

*Controle : particulas do PET sem tratamento fisico
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Figura 1. Microscopia Eletronica de Varredura-MEV apresentando os biofilmes
formados por Bacillus subtilis nas particulas de PET, apés 60 dias de incubacdo em
tereftalato de polietileno-PET, nas seguintes condicbes: A: e C - Controles (sem
tratamento); B: Tratamento com temperatura de 35°C e D: Tratamento com 6 horas de
irradiacédo da luz ultravioleta-UV
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Figura 2. Toxicidade dos liquidos metabdlicos livre de células apds o contato continuo
do Bacillus subtilis com tereftalato de polietileno-PET, com e sem tratamento com luz
ultravioleta e temperatura, apés 60 dias de incubagao, usando como bioindicador a

Artemia salina
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Tabela 6: CL 5o do teste de toxicidade com Artemia salina, com 30 dias de incubacéao

do Bacillus subtilis com tereftalato de polietileno-PET com e sem tratamento com luz

ultravioleta e temperatura

PET CLs (%) Faixa de variagao (%) Intervalo de
confianca (%)

Controle 62,52 52,69 e 81,47 95

UV 6h 62,24 44,73 e 83,83 95

UV 36h - - -

T35°C 54,33 43,43 e 67,35 95

T50°C 45.74 37,85 e 55,27 95

*Controle : particulas do PET sem tratamento fisico
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Segundo Artigo
Tratamentos com UV e temperatura em tereftalato
de polietileno mediando mudancas poliméricas,
colonizacao e deteccao de enzimas por

Phanerochaete chrysosporium
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TRATAMENTOS COM UV E TEMPERATURA EM
TEREFTALATO DE POLIETILENO COMO INDUTOR DO
PROCESSO DE COLONIZACAO E PRODUGAO DE
ENZIMAS POR PHANEROCHAETE CHRYSOSPORIUM

Alicia Maria Andrade Torres Jara, Marta Cristina de Freitas da Silva, Norma Suely
Evangelista, Livia Cordi e Galba Maria Campos- Takaki*

Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais , Universidade Catdlica de Pernambuco.
Rua Nunes Machado, 42- Boa Vista. 50050-590 Recife, Pernmabuco, Brazil.

ABSTRACT

To select polyethylene terephtalete-degrading conditions of UV and temperature,
mediated colonization of Phanerochaete chrysosporium and the study of enzymes
detection and evaluation the toxicity of the products of degradation.A ligninolytic
Phanerochaete chrysosporium strain was used UCP (from culture collection of Nucleus
of Research in Environmental Sicences, Catholic University of Pernambuco, Recife, PE,
Brazil) utilized high-density polyethylene terephtalate treated with u.v.(2 and 12 hours),
and temperature (35 and 50°.C) as the carbon source. Incubation of P. chrysosporium
(30 and 60 days) added its gravimetric weights of 0,78% of biofilm. Biodegradation by
u.v. and temperature oxidized the polymer when increasing the irradiation time or the
temperature exposition. Colonization of P. chrysosporium and enzymes (protease,
amylase, and esterase) were formed during stress conditions (u.v. 12 hours and
temperature (50°.C), and showed high toxicity to Artemia salina. This study demonstrates
that polyethylene terephtalate — considered to be inert- can be biodegraded by P.
chrysosporium strain. The maximum of biodegradation was obtained with 50°.C of
temperature, and probably was affecting the polymer chemical structure

Key words: biodegradation, Phanerochaete chrysosporium, UV photo-oxidation,
temperature.

INTRODUGAO

Hoje, o consumo da sociedade demanda a manufatura de milhdes de produtos de
plasticos, sendo ndo degradaveis sdao amplamente empregados nas industria de um

modo geral e na agricultura. Aproximadamente cem milhdes toneladas de plasticos sé&o

Correspondece to: Galba Maria de Campos-Takaki, Nucleus of Environmental Sciences,
Catholic University of Pernambuco. Rua Nunes Machado, 42- Boa Vista. 50050-590
Recife, Pernmabuco, Brazil. Phone/FAX/E.mail: 55 81 21194014/ 21194043/
takaki@unicap.br or gmctakaki@pesquisador.cnpq.br
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produzidos em todo o mundo por ano, correspondendo a 40 toneladas de plasticos por
pessoa, por ano. Entre 30 e 42% dos plasticos produzidos sdo usados para empacotar
(22).

Os plasticos para empacotamento e os destinados para garrafas de polietileno
tereftalato (PET) produzem uma quantidade significante de residuos municipais. A
grande quantidade de residuo da garrafa PET faz parte de uma significante demanda
dos produtos reciclaveis, e cada vez mais a reciclagem dessas garrafas ganham maior
atencao, devido a preservacgao ecologica e no sentido de obter produtos com maior valor
agregado ( 27, 8).

Assim, o PET vem sendo considerado o polimero mais importante com uso
também para producao de fibras sintéticas, onde a produgdo mundial de fibras foi de
33,6 milhdes de toneladas, atingindo apenas 55% do mercado ( 7).

O PET é um polimero ndao degradavel, resistente a hidrélise, inécuo para
humanos, contudo é visto como material acumulativo em grandes volumes, com alta
resisténcia na atmosfera aos agentes biolégicos. Neste sentido, uma possivel solugéo
para evitar este problema seria a criagcdo de polimeros biodegradaveis (20) e ou o
desenvolvimento de processos capazes de mineralizar os plasticos, de modo a reduzir o
seu tempo de permanéncia nos aterros sanitarios, minimizando assim o acumulo no
ambiente.

Entre os agentes biolégicos empregados para a degradacao dos plasticos
ressaltam-se os microrganismos lignoceluloliticos, considerando a produgédo enzimatica
que tem um alto potencial biotecnoldgico, e consequentemente, uma grande variedade
de aplicagdes, incluindo produtos quimicos, proteinas, ragao animal ( 2, 4, 15, 19).

O Phanerochaete chrysosporium pertence a classe dos Basidiomycetes, do grupo
dos fungos da podridao branca e tem sido um dos microrganismos mais bem estudados,
considerando a sua producdo de enzimas da familia lignoliticas ( 6, 23, 9, 12, 24).

O presente trabalho foi realizado usando a irradiacdo UV (6 e 36 horas) e
temperatura (35°.C e 50°.C) nas particulas de PET, no sentido de alterar algumas
propriedades fisicas e quimicas estrutura do tereftalato de polietileno (PET), facilitando a
colonizagao do Phanerochaete chrysosporium na perspectiva de promover o0 processo
de biodegradacgao, seguido de detecgdo das enzimas (polifenoloxidases, esterases,
proteases e amilases), envolvidas com a degradacdo do polimero, além de avaliar,
modificagdo do pH, proteinas totais e a toxicidade dos produtos formados, com o objetivo

de contribuir para um maior conhecimento sobre a biodegradagéo do PET.
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MATERIAIS E METODOS

Linhagem fungica e condi¢des culturais

Neste trabalho foi utilizada a linhagem de Phanerochaete chrysosporium UCP
963, mantido no meio Sabouraud dextrose agar, a temperatura de 5°C, gentilmente
cedido pelo Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais da
Universidade Catolica de Pernambuco — UNICAP, Recife, Pernambuco, Brasil. O P.
chrysosporium, foi crescido em placas de Petri contendo meio de cultura sélido Batata
Dextrose Agar (BDA), da marca Merck, incubada & 28°C durante 12 dias. Apds o
crescimento, os esporos foram coletados em salina tamponada, contados até 10’

esporos/mL em hemacitdmetro, camara de Neubauer labor optik, 0,0025mm?.

Polimero: tereftalato de polietileno

O polimero sintético utilizado foi o da garrafa PET. Foram cortados em particulas
de 20 x 20 mm, com espessura de 0,35 mm. Em seguida as particulas foram submetidas
aos seguintes processos fisicos quimicos: irradiagao a luz UV por 6h (duas horas por
dia) e 36h (12 horas por dia), sendo a irradiacdo UV realizada na capela de fluxo laminar
onde a ladmpada de UV encontrava-se na altura de 40 cm. O tratamento com a
temperatura de 35°C e de 50°C, foram de 72h (3 dias consecutivos) em estufa. E
particulas de PET sem tratamento fisico. As particulas de tereftalato de polietileno foram
previamente cortadas, pesadas e colocadas em placas de Petri, contendo alcool iodado
e deixadas em cadmara de fluxo laminar, por 60 minutos, agitando-se ocasionalmente.
Em seguida, as particulas foram removidas para uma solugdo de etanol 70%,
permanecendo por 60 minutos, sob agitacdo no shaker (1). Os plasticos foram lavados
sob condicdes estéreis, secos, mantidos em dessecador até peso constante. Controles

(sem tratamento) foram preparados seguindo as mesmas condigoes.

Colonizagdao do Phanerochaete chrysosporium em tereftalato de polietileno e
estimacgdo da biomassa
Frascos de Erlenmeyers de 250 mL em duplicata, contendo 100 mL do meio

Sabourand, caldo e 0,02 — 0,50% de Tween 80, pH 5,0 foram inoculados com as
particulas de PET previamente cortadas, pesadas e desinfetadas como também com 5
mL de suspensdo de 10’ esporos/mL, correspondente a uma densidade 6ptica (D.Ogoo)
de 0,5. Em seguida, os frascos foram mantidos sob agitacao de 100 rpm, a temperatura
de 28°C por um periodo de 30 e 60 dias. Apds o crescimento, as amostras foram filtradas
em filtro Millipore de 0,22um, separados particulas plasticas e liquido metabdlico livre de
células, onde, a biomassa (determinada por gavimetria) foi colocada em frasco

previamente
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tarados, submetidos ao processo de liofilizagdo mantida em dessecador a vacuo, a
temperatura ambiente.

Remocgao do biofilme: as particulas de PET foram removidas do Erlenmeyer e
lavadas com uma solu¢do de dodecil sulfato de sodio a 2% (v / v) durante 4 horas. Em
seguida, lavadas por 5 vezes com agua destilada até remocdo total da solugédo. As
particulas de tereftalato de polietiieno foram colocadas em papel de filtro e secas
overnight a 60°C, sendo retiradas e colocadas em dessecador até peso constante. O
peso residual de tereftalato foi estimado em relacido ao peso da particula contendo o
biofilme. Do liquido metabdlico foi determinado pH, foram realizados testes para
deteccdo de enzimas, conteudo protéico e avaliacido da toxicidade. O pH do liquido
metabdlico livre de células foi medido utilizando-se um pHmetro Orion, modelo 310.
Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

Determinacdo das proteinas -A concentragcdo de proteinas nos biopolimeros

obtidos foi determinada segundo o método de Proteinas Totais, utilizando-se o kit
LABTEST Diagnéstica. O principio dessa técnica consiste na reacédo das proteinas da
amostra com o biureto (hidroxido de sédio, 1,86 mol/L; tartarato de sédio e potassio 430
mMI/L; sulfato de cobre, 120 mM/L e iodeto de potassio 300 mM/L), desenvolvendo uma
coloragdo roxa, proporcional a concentragéo de proteinas da amostra. As absorbéancias
da amostra e padrao sdo determinadas a 545 nm e a concentragao de proteinas totais,

tendo uma solugao de albumina como padréo.

Deteccédo de Atividade enzimatica

Atividade esterase: A deteccao da atividade esterase foi realizada pelo método

descrito por (14), tendo Tween 80 como susbtrato. Discos de papel xarope de 6 mm
foram embebidos com 100 ym, depositados no centro da placa de Petri contendo o meio
para atividade esterase, incubadas a temperatura de 35°.C, sendo observadas a cada 24
horas até o aparecimento do halo purpura ao redor do disco, medido e expresso em mm.

Atividade Amilase: A deteccao da atividade amilase foi realizada de acordo com a

metodologia de (11), tendo amido solivel como substrato. Discos de 6 mm de papel
xarope, contendo 100 ym do liquido metabdlico (controle e tratados), depositados no
centro da placa de Petri contendo o meio para atividade amilase, incubadas a
temperatura de 37°.C, sendo observadas a cada 24 horas, apds a

coloragdo com lugol observou-se o aparecimento do halo transparente ao redor do disco,
medido e expresso em mm.

Atlividade Protease: A detecc¢do da atividade de protease nos liquidos metabdlicos

foi realizada de acordo a metodologia de (11), tendo gelatina a 2% como substrato.

Discos de 6 mm de papel xarope contendo 100 um do liquido
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metabdlico (controle e tratados) foram colocados no centro da placa de Petri contendo o
meio para atividade protease, incubados a temperatura de 37°.C, sendo observados a
cada 24 horas, até o aparecimento do halo transparente ao redor do disco, medido e
expresso em mm.

Atividade de Polifenoloxidases: A determinagao da atividade feneloxidase dos

liquidos metabdlitos foi realizada pelo método descrito por (3), tendo acido galico como
substrato. Discos de papel xarope de 6 mm contendo 100 uym do liquido metabdlico
(controle e tratados) foram colocados no centro da placa de Petri contendo o meio para
atividade fenoloxidase, incubadas a temperatura de 37°.C, sendo observadas a cada 24
horas, até o aparecimento do halo marrom ao redor do disco, medido e expresso em

mm.

Efeito da toxicidade pelos metabdlitos formados pela biodegradagao do polietileno
tereftalato

Os testes de toxicidade foram realizados utilizando a metodologia de (18), nos
ensaios com 30 e 60 dias de incubacgéo. Cerca de 10 larvas de Artemia salina foram
transferidas para frascos contendo a amostra teste produtos oriundos da degradacéo do
tereftalato de polietileno, com diferentes concentragdes (25, 50 e 75%), diluidas em 5 ml
de uma solugdo aquosa de sal marinho sintético (33,3g L). Teste controle foi realizado
contendo somente agua salina. Os testes foram realizados em duplicata. A contagem
dos microcustaceos mortos e vivos foi realizada apés 24 h de exposicado. Para obtencao
das CLsg e respectivos intervalos de confianca, utilizou-se o0 método de analise Trimmed

Spearman-Karber (26).

RESULTADOS e DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os valores da biomassa do P. chrysosporium apos 30 dias e 60
dias de incubagdo com as particulas do polimero, com e sem tratamentos fisico.
Observou-se que ocorreu um aumento da biomassa que foi de 7317g/mL para as
particulas do PET com irradiacdo 36 horas com UV, em relagcdo ao numero inicial de
células do controle, apds 60 dias de incubagao.

O efeito das temperaturas 35°C e 50 °C no PET acarretaram uma redugio na biomassa
fungica, apos 60 dias de incubacao. Observou-se ainda, que apenas o PET tratado com
irradiacdo UV 2 a horas apresentou um numero de células inferior 4945 g/mL no periodo
de 60 dias de incubagao, quando comparados ao PET controle (sem tratamento).
Observou-se que apos 30 e 60 dias de incubagao o pH inicial foi aumentado para pH
>8,0 em todos os tratamentos, inclusive no controle, com excec¢ao da particula tratada
com irradiacdo ultravioleta por duas horas, sendo esses resultados superiores aos

apresentados por (17). Contudo, as particulas submetidos a irradiagdo com UV
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apresentaram no periodo de 36h de tratamento um maior valor de pH de 8.99, apés 30
dias de incubacdo, sendo diminuido para 8,06 apds 60 dias, sugerindo uma provavel
producdo de metabdlitos oriundos do processo de degradacgao (tabela 1). Com 30 dias o
plastico submetido temperatura de 35°C apresentou uma alteragao do pH, passando de
5,0 para 8.75, quando comparado ao controle.

Segundo a “American Standard for Testing and Methods” (1), as mudangas nas
propriedades elétricas dos plasticos ocorrem devido, principalmente, ao crescimento
microbiano na superficie do plastico, estando associado a umidade e as mudancas do
pH, provavelmente, causadas pela degradagdo quimica do PET ou pela formagéao de
metabdlitos secundarios.

Com relagéo as proteinas totais produzidas no liquido metabdlico com 30 e 60 dias de
incubacgao ocorreu uma grande diminuigdo da quantidade de proteinas totais no periodo
de 60 dias, exceto para o tratamento com irradiagdo UV 6h. O conteudo de proteinas
totais mostrou reducao (520 mg/ mL), com o polimero tratado com irradiagdo UV por 36h,
sugerindo uma possivel degradacdo mediante o processo de irradiagao.

Nas tabelas 2 e 3 observam-se o peso inicial das particulas, peso com biofilme e peso
apos a remogao do biofilme, indicando a porcentagem de perda de massa nas particulas
do PET tratado ou ndo com processos fisicos, apds a colonizagcdo do Phanerochaete
chrysosporium.

Pode-se verificar na tabela 2 que tanto a particula com irradiacdo UV 36h e com
temperatura de 50°C, apresentaram valores de perda de massa polimérica de 0,1%,
sendo estes resultados inferiores aos apresentados por (21) onde utilizou o mesmo
microrganismo com perda de 0,48% apos 30 dias de incubacgéo.

Todas as particulas de PET apresentaram decréscimo em sua massa polimérica apés 60
dias de incubagao exceto a particula com tratamento de temperatura com 35°C. Pode-se
verificar na tabela 3 que a particula tratada com temperatura de 50°C, apresentou o

maior valor (0.1%) de perda de massa do PET.

Producao de enzimas por P. chrysosporium versus degradacao do PET

Nos experimentos realizados com P. chrysosporium observou-se a produgao de
enzimas hidroliticas (protease, amilase e esterase) e enzimas polifenoloxidase, todas

envolvidas com o processo de degradacao de plasticos (tabela 4).

A atividade proteasica produzida pelo P.chrysosporium de uma forma geral
apresentou halos entre 25 a 50 mm, apds 60 dias de incubagéo, contudo, o polimero
tratado com temperatura de 35°C apresentou menor halo neste mesmo periodo de
tempo. Com 60 dias de incubacao que o maior halo foi de 50mm, referente ao tratamento
com a temperatura a 50°C. A enzima protease produzida pelo P. chrysosporium na

superfice do
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PET tratadas com temperatura foi mais expressiva, comparando ao controle. Porém com
30 dias de incubagao o tratamento com UV por 16h ndo apresentou formagao de halo
(tabela 4).

Resultados semelhantes também foram observados com a amilase cujos halos
variaram de 20 a 50mm de uma forma geral, com 30 e 60 dias de incubagido. O
tratamento com a temperatura de 50°.C foi indutor para a produgao de amilase, sendo o
maior halo com 50mm, contudo, para o controle, observou-se halo apenas de 35mm,
ap6s 60 dias de incubacao.

A enzima esterase foi detectada apenas no periodo de 30 dias de incubagao. Os halos
variaram de 19 mm a 48 mm. Ressalta-se que resultados semelhantes também foram
observados em relagdo ao tratamento com a temperatura de 50°C onde apresentou o
maior halo com 48mm. Os resultados obtidos demonstraram que quando o
microrganismo colonizava o polimero com tratamento expressou atividade esterase
(tabela 4). A esterase tem sido descrita pela literatura como uma enzimas hidrolitica
envolvida com o processo de degradacdo do PET (7). Essas informacbes da literatura
estdo de acordo com os resulatdos obtidos para P. chrysosporium e sugerem uma
possivel degradagdo do PET nas condi¢cbes estudadas. Segundo (21) em seu trabalho
ocorreu alteragdes estruturais do PET causadas pelo crescimento dos microrganismos
estudados dentre os quais o Phanerochaete chrysosporium e produgdo de enzimas
lignoliticas.

Considerando que P. chrysosporium trata-se de um fungo lignolitico as polifenoloxidases
apresentaram halos que variaram de 30 a 40 mm, em 30 e 60 dias de incubacgao.
Observou-se que o maior halo (40 mm) foi com o tratamento a temperatura de 35°C.
Com o tratamento com irradiacdo UV por 36 horas foi detectada a producdo de
polifenoloxidase em ambos os periodos de tempo (tabela 4).

Segundo (25), a enzima polifenoloxidase, apresenta uma ampla especificidade para
compostos aromaticos que contem grupos hidroxila e amino. Visto que a lignina contém
varios grupos fendlicos e hidroxila. Assim, a literatura tem sugerido que as
polifenoloxidases possuem uma importante funcdo na degradacdo da lignina, e por
conseguinte, apresentam habilidade para degradar compostos com anéis aromaticos,

inclusive plasticos (16).

Degradacao do PET Toxicidade dos metabdlitos formados por P. chrysosoporium
Ensaios de toxicidade usando Artemia salina nas amostras da simulacdo da
biodegradacdo do PET com e sem tratamento de 6 e 36 horas com exposicdo a

irradiacao ultravioleta e temperatura de 35 °C e 50°C, apos 30 dias de incubacéo, foram
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realizados afim de determinar a toxicidade dos metabdlicos secundarios. Observou-se
uma porcentagem de mortalidade, quando comparados aos controle contendo apenas
agua salina sintética. O ensaio com UV 6h demonstrou maior toxicidade, com percentual
de mortalidade entre 10 a 45%. Com temperatura de 35°C observou-se uma mortalidade
de 10% tanto na concentracédo de 25% como na de 50% (figura 1). A CLsy das amostras
(concentracdo que causa 50% de mortalidade) com seus respectivos coeficientes de
confianga minimo e maximo foram calculados pelo método Trimmed Spearman-Karber
(26). A maior CLs, foi apresentado para o ensaio UV 36h (75% v.v'"), seguido do controle
(58, 77 v.v'') e T 50°C (51,42% v.v').

A CLsp das amostras com 60 dias de incubagéo foi calculada segundo este método, onde
a amostra controle apresentou uma CLsy de 54,68 % (v. v‘1), com uma faixa de variacao
de 46,16 e 64,77%, para um intervalo de confianca de 95% (tabela 5).

Com o tratamento da luz ultravioleta por 2 horas observou-se uma CLsy foi de 54,20%
(v.v‘“), com uma faixa de variagao de 47,79 e 61,41%, para um intervalo de confianga de
95%, sendo um valor aproximado ao controle. Contudo, com 36h, nao foi possivel ser
calculada segundo este método, uma vez que apresentou baixo percentual de
mortalidade (tabela 5).Para o tratamento com a temperatura de 35°C o valor da CLsq foi
de 49,15% (v. v'1), com uma faixa de variacao de 40,72 e 59,33%, para um intervalo de
confianca de 95%.

No entanto, com a temperatura de 50°C observando-se um valor da CLsy de 42,10%
(v.v') e faixa de variagédo de 32,63 a 54,32%, para um intervalo de confianga de 95%
(tabela 3). Observou-se ainda, que o controle (contendo apenas agua do mar e Artemia),
nao indicou que as larvas foram afetadas, validando assim a condigdo dos experimentos.
Em estudos recentes, (13) apontaram para a importancia da manutengdo do pH em
ensaios de toxicidade e sugeriram o uso de tampao HEPES para realizagédo do

ensaio de toxicidade com daphinias. O uso do mesmo tampao foi sugerido para a cultura
da alga verde Ankistrodesmus convolutus utilizada nos ensaios de daphinias. (5)
estudando a biotoxicidade de um residuo industrial téxtil usando P. aeruginosa,
observaram que a toxicidade das amostras analisadas foram reduzidas para aquelas
amostra controle (sem tratamento), sugerindo que durante a incubagao, produtos

intermediarios ou mais toxicos ndo foram formados.
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RESUMO

Selecionar e degradar o polietileno tereftalato nas condicbes de UV e temperatura,
mediante a colonizacdo do Phanerochaete chrysosporium e o estudo da detecgcado e
avaliagdo da toxicidade dos produtos por enzimas . O Phanerochaete chrysosporium
UCP (da colegdo de cultura do Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais,
Universidade Catdlica de Pernambuco, Recife, PE, Brasil) utilizando o tereftalato de
polietileno de alta densidade tratado com UV (2 e 12 horas), e temperatura (35°C e 50°C)
como a fonte de carbono. Incubagdo do Phanerochaete chrysosporium (30 e 60 dias)
adicionados a seus pesos por gavimetria de 0,78% de biofilme. A biodegradacao por UV
e temperatura oxidou o polimero quando aumentou o tempo de irradiagdo ou a
exposi¢do da temperatura. A Colonizagdo do P. chrysosporium e enzimas (protease,
amilase, e esterase) foram formadas em condigbes de tensdo (UV 12 horas e
temperatura (50°C), e demonstrou alta toxicidade a Artemia salina. Este estudo
demonstra que o tereftalato de polietileno considerou estar inerte pode ser biodegradavel
através do P. chrysosporium. O maximo da biodegradacgao foi obtido com a temperatura

de 50°C, e provavelmente estava afetando o polimero da estrutura quimica.

Palavras-chaves: biodegradacdo, Phanerochaete chrysosporium, irradiacdo UV,
temperatura.
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Tabela 1: Crescimento fungico de Phanerochaete chrysosporium, formacao de biofilme,

proteinas totais produzidas e pH, com 30 e 60 dias de incubagdo com tereftalato de

polietilleno-PET com tratamento com luz UV e temperatura

PET Biomassa (g /L) Biofilme (g) Proteinas totais pH
(mg/mL)
30d 60d  30d 60d 30d 60d 30d 60d

Controle 7494 5304 0,0002 0,0001 600 560 8,58 8,36
UV 6h 8140 4945  0,0001 0,0002 240 440 8,50 7,56
UV 36h 6460 7317 0,0002 0,0001 760 240 8,99 8,06
T35°C 7188 5934 0,0002 0,0003 560 320 8,75 8,04
T50°C 6278 6202 0,0000 0,0002 160 80 8,66 8,30

*pH inicial 5,0  * Pré-indculo= 10" esporos/mL

*Controle : particulas do PET sem tratamento fisico



Jara, A. M. A. T. Biofilmes e enzimas sintetizados.... 80

Tabela 2: Peso inicial das particulas do tereftalato polietileno-PET, com e sem
tratamento luz UV e temperatura, com biofilme e apds a remocgao do biofilme, com 30

dias de incubag&o com o Phanerochaete chrysosporium

Peso inicial da  Particula com  Particula apos Perda de
particula(g) biofilme (g) a remogao do massa das
PET biofilme (g) particulas
(%)
Controle 0,1746 0,1748 0,1745 0,06
UV 6h 0,1760 0,1761 0,1760 0
UV 36h 0,1662 0,1663 0,1660 0.1
T 35°C 0,1726 0,1727 0,1726 0
T50°C 0,1442 0,1443 0,1440 0.1

*Controle: particulas do PET sem tratamento fisico
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Tabela 3: Peso inicial das particulas do tereftalato polietileno-PET, com e sem
tratamento luz UV e temperatura, com biofilme e apds a remocgao do biofilme, com 60

dias de incubag&o com o Phanerochaete chrysosporium

Peso inicial da  Particula com  Particula apos Perda de
particula(g) biofilme (g) a remogao do massa das
PET biofilme (g) particulas
(%)
Controle 0,1843 0,1844 0,1842 0,06
UV 6h 0,1760 0,1763 0,1759 0,06
UV 36h 0,1676 0,1677 0,1675 0,06
T 35°C 0,1738 0,1740 0,1738 0
T50°C 0,1443 0,1444 0,1441 0,1

*Controle : particulas do PET sem tratamento fisico
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Tabela 4: Atividade enzimatica detectada no liquido metabdlico de Phanerochaete
chrysosporium com 30 e 60 dias de incubagao com tereftalato de polietileno-PET tratado

ou nao com luz UV e temperatura

PET Protease (mm) Amilase (mm)  Esterase (mm) Polifenoloxidas (mm)
30d 60d  30d 60d 30d 60d  30d 60d

Controle 48 47 40 35 - - - 20

UV 6h 44 40 20 38 19 - 34 -

UV 36h - 43 33 35 40 - 35 30

T35°C - 25 38 30 - - 40 -

T50°C 38 50 48 50 48 - - -

(-) negativo

*Controle : particulas do PET sem tratamento fisico
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Figura 1. Toxicidade dos liquidos metabdlicos livre de células apds o contato continuo do
Phanerochaete chrysosporium com tereftalato de polietileno-PET, com e sem tratamento,
apos 60 dias de incubagao, usando como bioindicador a Artemia salina
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Tabela 5: CL 5o do teste de toxicidade com Artemia salina, com 30 dias de incubagao do

Phanerochaete chrysosporium com tereftalato de polietileno-PET com e sem tratamento

com luz UV e temperatura

PET CLso (%) Faixa de variacdo Intervalo de confianga
(%) (%)

Controle 54,68 46,16 e 64,77 95

UV6 h 54,20 47,79 e 61,41 95

UV36 h - - 95

T 35°C 49,15 40,72 e 59,33 95

T 50°C 42,10 32,63 e 54,32 95

*Controle : particulas do PET sem tratamento fisico
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CONCLUSOES GERAIS

Os estudos realizados com a avaliagdo dos microrganismos Bacillus subtilis e P.

chrysosporium na degradagao do tereftalato de polietileno evidenciam:

Ocorréncia de uma facil e rapida colonizacdo dos microrganismos possibilitando o

fendmeno da biodegradagéo.

Confirmagao de biofilme formados pelos microrganismos na superficie polimérica do PET,
com tratamentos fisicos (UV e temperatura), como também, nas condi¢des controle (sem
tratamento), através de microscopia eletrénica de varredura, sendo mais evidente nas

particulas tratadas.

Dentre os tratamentos utilizados a temperatura de 50°.C, demonstra maior perda de
massa polimérica do polietileno tereftalato (PET) tanto com B. subtilis como para o P.

chrysosporium.

Com relacdo as enzimas produzidas protease e esterase por B. subtilis, obteve melhores
resultados, a particula tratada com temperatura de 50°C em relagdo ao controle, cujas

enzimas apresentam uma co-participagao na degradagao do polimero.

Observa-se a alta atividade enzimatica de protease, amilase, esterase e polifenoloxidases
por P. chrysosporium, onde a particula de PET tratada com temperatura de 50°C
mostraram melhores resultados em relagdo ao controle, no entanto essas enzimas estao

envolvidas na degradacgdo de substancias quimicas com nucleos aromaticos.

Os tratamentos fisicos (UV e temperatura) auxiliam na redugéo da toxicidade

Os produtos formados pela degradagéo do PET por Bacillus subtilis apresentaram baixa

toxicidade para Artemia salina.
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Ressalta-se que os produtos formados pela degradagao do PET por P. chrysosporium

demonstram alta toxicidade para Artemia salina.
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and unusval symbols used for the first time should be defined by
name in the left-hand margin.

Abbreviations

Abbreviations of chemical or other names should be defined when first
mentioned, unless the abbreviation is commonly used and
internationally known and accepted, e.g. ATP, DNA, EDTA, GC-MS,
GLC, HPLC, 14U {International Unit). For approximately, use approx. or
c. (not ca.); for versus, use vs (not v.), for the statistical terms
standard deviation, standard error and standard error of the mean,
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letter (and abbreviation of the generic names might cause confusion),
the full generic name should be retained. For common generic names
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Regardless of the application used, when your electronic artwork is
finalised, please "save as" ar convert the images to one of the
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Vector drawings; Embed the font or save the text as "graphics™.
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e Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT;
WPG), the resolution is too low;
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Language editing
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