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RESUMO

A producdao e o uso crescentes de plasticos tém favorecido sua dispersdao e
persisténcia em diferentes ambientes, o que reforca a necessidade de estratégias
sustentaveis de remediacdo. Fungos da podriddao branca sao de interesse por
produzirem enzimas oxidativas com ampla especificidade de substrato,
potencialmente capazes de atuar sobre compostos recalcitrantes. Este estudo teve
como obijetivo prospectar fungos capazes de crescer na presenca de microplasticos
de tereftalato de polietileno (PET-MPs), produzir lacase e interagir com as particulas.
Cinco isolados fungicos, Pycnoporus sanguineus, Trametes versicolor, Ganoderma
lucidum, Pleurotus ostreatus var. florida e Hydnopolyporus fimbriatus, foram
cultivados em BDA e avaliados, durante sete dias, em meios com glicose, sem
glicose e sem glicose suplementado com PET-MPs, mediante acompanhamento do
crescimento radial. Posteriormente, os isolados foram cultivados em meio liquido por
30 dias, e os filtrados dos cultivos foram analisados quanto a atividade de lacase,
utilizando ABTS como substrato. Todos os isolados cresceram na presenca de PET-
MPs, inclusive sob disponibilidade limitada de carbono. No cultivo liquido, observou-
se uma camada de biomassa associada as particulas, compativel com colonizacao
superficial. Na presenca de PET-MPs, a atividade de lacase foi maior para T.
versicolor (74,77 U/L), P. ostreatus var. florida (76,15 U/L) e P. sanguineus (57,11
U/L) do que nos respectivos cultivos sem o plastico (29,93, 32,86 e 16,28 U/L). Para
G. lucidum, a atividade foi menor na presenca de PET-MPs (11,84 U/L) do que na
auséncia (18,61 U/L). Os resultados demonstram tolerancia ao PET, associacao da
biomassa as particulas e resposta da atividade de lacase dependente do isolado,
justificando estudos posteriores, mas ndo comprovam a biodegradac¢ao do polimero.

INTRODUCAO
Microplasticos podem persistir no ambiente e adsorver poluentes organicos e outros

compostos téxicos. O envelhecimento dessas particulas altera sua superficie e pode
aumentar sua capacidade de transportar contaminantes, ampliando os riscos de
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exposicao para os organismos (KARAMI et al., 2018; QIN et al., 2021; LAN et al.,
2021). Entre as alternativas biolégicas para o tratamento desses residuos,
destacam-se os fungos da podriddo branca, pertencentes principalmente ao filo
Basidiomycota. Esses fungos produzem enzimas oxidativas extracelulares, como
lacases e peroxidases, capazes de transformar a lignina e diferentes compostos
xenobidticos. Alguns basidiomicetos também apresentam crescimento e atividade
enzimatica na presenca de materiais plasticos (ONG et al., 2019). Este estudo teve
como objetivo avaliar o crescimento de cinco isolados de basidiomicetos na
presenca de microplasticos de PET, sua associacdo com as particulas e a resposta
da atividade extracelular de lacase.

MATERIAIS E METODOS
Cultivos dos fungos em placas

Foram utilizados os isolados Pycnoporus sanguineus (Polyporales, Polyporaceae);
Trametes versicolor (Polyporales, Polyporaceae); Ganoderma lucidum (Polyporales,
Ganodermataceae); Pleurotus ostreatus var. florida (Agaricales, Pleurotaceae) e
Hydnopolyporus fimbriatus (Polyporales, Meripilaceae). As culturas foram mantidas
em placas de Petri contendo agar batata-dextrose (BDA). Apds o repique, as placas
foram incubadas a 28 °C até a colonizacdo completa e mantidas sob refrigeracao
por, no maximo, 30 dias antes do uso. Discos de micélio com aproximadamente 1
cm de didmetro foram inoculados em placas contendo meio minimo de Vogel e agar
a 1,8% (p/v), sob trés condi¢des: com glicose a 2% (p/v), sem glicose ou sem glicose
e com 50 mg de PET-MPs. As placas foram incubadas a 28 °C por sete dias, com
medicao diaria do diametro das colbnias. Ao final, as particulas foram recuperadas
por fusdo do agar, lavadas e secas. O mesmo procedimento foi aplicado ao controle
abiotico (VOGEL, 1956).

Microplasticos

PET purificado (Merck) foi processado em moinho de bolas e peneirado para a
obtencao de particulas com diametro inferior ou igual a 5 mm. As particulas foram
autoclavadas antes dos ensaios.

Cultivo estacionario em meio liquido

Trés discos de micélio com aproximadamente 1 cm de didmetro foram inoculados
em frascos de 125 mL contendo 25 mL de meio de Vogel suplementado com
glicose, na presenga ou auséncia de 50 mg de PET-MPs. Os cultivos foram
mantidos sem agitagao, a 28 °C, durante 30 dias. Ao final, o contetudo dos frascos foi
filtrado, e os filtrados brutos foram utilizados nas analises enzimaticas.

KUM= @cneg N,




15° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior

Determinac&o da atividade de lacase

A atividade de lacase foi determinada com ABTS [acido 2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] a 1,0 mM como substrato, em tampao acetato de
sédio 50 mM, pH 5,0 (pH 4,0 para G. lucidum), a 40 °C. A oxidacdo do ABTS foi
monitorada a 420 nm (¢ = 36 mM™" cm™), conforme descrito previamente (MOTA et
al., 2015). Uma unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de oxidar 1 umol de ABTS por minuto nas condi¢cdes do ensaio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos perfis de crescimento mostrou que a presenca de PET-MPs néo
impediu o desenvolvimento dos isolados, embora a resposta inicial tenha variado. P.
sanguineus apresentou crescimento semelhante ao controle sem PET-MPs ao longo
do cultivo. T. versicolor apresentou crescimento igual ou superior ao controle e
atingiu 8,0 cm no quinto e no sexto dias. H. fimbriatus exibiu a maior diferenca inicial:
no quarto dia, o didmetro da colénia foi 1,50 cm menor na presenca de PET-MPs;
apesar disso, o0 crescimento prosseguiu e alcangou 7,45 cm no sexto dia. G. lucidum
também mostrou reducéo inicial, com diferenca de 1,30 cm em relacdo ao controle
no quarto dia, mas essa diferenca diminuiu para 0,05 cm no sexto dia. P. ostreatus
var. florida apresentou maior crescimento na presenca de PET-MPs no terceiro, no
quarto e no quinto dias. Somente no sexto dia o controle apresentou didmetro
ligeiramente maior. Em conjunto, os resultados mostram que o efeito inicial dos PET-
MPs sobre o crescimento foi dependente do isolado. A aproximacao dos valores ao
final do experimento indica tolerancia as condicbes avaliadas, mas nao permite
concluir que o PET tenha sido utilizado como fonte de carbono.

Nos cultivos liquidos, observou-se uma camada superficial de biomassa associada
as particulas de PET-MPs. Esse aspecto é compativel com adeséao e colonizacao da
superficie e pode envolver a produgcdo de substancias poliméricas extracelulares,
que favorecem a retencdo de células e enzimas na interface microrganismo-
polimero. Contudo, a observacao macroscopica, por si so, ndo confirma a formacao
de um biofilme estruturado nem a biodegradacéao do PET.

Apés 30 dias, a atividade de lacase nos filtrados dos cultivos foi maior na presenca
de PET-MPs para T. versicolor (74,77 U/L), P. ostreatus var. florida (76,15 U/L) e P.
sanguineus (57,11 U/L) do que nos respectivos cultivos sem o plastico (29,93, 32,86
e 16,28 U/L). Para G. lucidum, observou-se o comportamento oposto: 11,84 U/L na
presenca de PET-MPs e 18,61 U/L na auséncia. Portanto, a associagao entre PET-
MPs e atividade extracelular de lacase foi dependente do isolado. O aumento da
atividade em trés cultivos pode representar uma resposta as condi¢cdes impostas
pela presenca das particulas. Entretanto, ndo comprova inducdo direta pelo
polimero, seu uso como fonte de carbono ou sua biodegradacgéo.
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CONCLUSOES

Os cinco isolados fungicos cresceram na presenca de PET-MPs, embora H.
fimbriatus e G. lucidum tenham apresentado maior reducéo inicial do crescimento. A
biomassa associada as particulas é compativel com colonizagao superficial, mas
requer confirmagdo por métodos microscépicos. A presenca de PET-MPs também
esteve associada ao aumento da atividade de lacase em T. versicolor, P. ostreatus
var. florida e P. sanguineus; 0 mesmo nao ocorreu nos cultivos de G. lucidum. Esses
isolados sado candidatos a estudos posteriores; contudo, a confirmacdo da
biodegradacdo dependera de alteragdes quimicas e reducao da massa molar do
PET, identificacdo de produtos e demonstracdo da assimilacdo do carbono do
polimero.
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