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RESUMO

As Cutinases sdo as enzimas responsaveis pela degradacdo da Cutina, um polimero insoltvel
com estrutura de C16-C18, ligadas entre si por ligacdes éster. Sdo presentes no revestimento
das partes aéreas das plantas e de seus frutos, atuando como uma barreira fisica contra
patogenos. Podem ser obtidas através de plantas, bactérias ou fungos e sdo utilizadas em varios
setores industriais, como no setor téxtil, atuando no biopolimento das fibras de algoddo, na
industria alimenticia como flavorizantes, na industria quimica como detergentes tao eficientes
quanto as Lipases e na degradagdo de polimeros sintéticos de poliéster. Alguns polimeros
sintéticos como o Polietileno Tereftalato (PET) possuem ligagdes éster entre seus mondmeros,
o que possibilita sua hidrolise por acdo da enzima Cutinase. Este trabalho teve como objetivo
analisar o potencial de produ¢do da enzima Cutinase a partir dos microrganismos presentes na
micoteca do LaBiogMol da Universidade Estadual do Oeste do Parand, campus Cascavel,
Parand. Inicialmente selecionaram-se 13 fungos para avaliagdo da producdo de esterase em
cultivo em placa onde A. niger e A. aculeatus apresentaram melhor desenvolvimento. Os dois
microrganismos selecionados para o cultivo com plasticos apresentaram capacidade de adesao
a superficie do polimero em andlise (filme de poliéster- FP), indicando a forma¢do de um
biofilme com 5 dias de cultivo. Quanto a atividade enzimadtica relacionada aos cultivos com
plasticos como unica fonte de carbono, 4. niger apresentou os melhores resultados nas
condigdes analisadas, porém em ambos os cultivos, ndo se observou perda significativa de
peso molecular dos plasticos em andlise.
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1 INTRODUCAO

Os tultimos 20 anos de producao e mal despojamento desses residuos solidos, somados
a sua principal caracteristica, a durabilidade, tem causado preocupa¢do quanto ao seu acimulo
nos rios, mares, solo e ar (PERTUSSATTI, 2020). Estima-se que a produgdao global de
plastico sintético até 2050 serd de aproximadamente 1800 milhdes de toneladas e dessas,
aproximadamente 1200 milhdes de toneladas estardio dispersas no meio ambiente (SANCHEZ,
2020).

Os plésticos de uso cotidiano sao divididos em dois grandes grupos baseado em suas
caracteristicas de fusibilidade (BARBOSA, 2011). Os termoplasticos apresentam capacidade
de serem moldados mais de uma vez sob condi¢des elevadas de temperatura e pressiao
(SOUZA; CARO; MACHADO, 2019); ja os termorrigidos, quando aquecidos nao se tornam
liquidos e viscosos, impedindo sua remodelagdo pois apresentam ponto de fusdo inferior a sua
temperatura de amolecimento (SILVA et al., 2022) e é exatamente essa caracteristica que
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limita a reciclagem dos materiais plasticos.

1.1 Biodegradacio de polimeros sintéticos por enzimas fungicas

A biodegradacao parte do uso de microrganismos para degradacgdo e transformagao de
compostos organicos em compostos menos complexos ¢ mais facilmente degradaveis, com
intuito de se chegar a sua completa despolimerizagio (CHANDRA; RUSTGI, 1998).
Algumas espécies de fungos apresentam complexos enzimaticos Unicos, capazes de degradar
materiais presentes na estrutura dos polimeros sintéticos (FARIA; WISBECK; DIAS, 2015),
levando a cisdo da cadeia polimérica e induzindo a perda das propriedades quimicas e fisicas,
como a alteracao da estrutura molecular polimérica, facilitando sua assimilagdo como fonte de
carbono para o microrganismo (BENTO et al., 2003).

Segundo (FLEMMING, 1998), a biodegradagao ocorre inicialmente pela adesao dos
microrganismos a superficie do polimero pela formacdo dos Biofilmes. Microrganismos
agregados aos biofilmes apresentam algumas particularidades em relagdo aos de vida livre. A
presenga da matriz polimérica, produzida pelos microrganismos presentes no biofilme,
consiste basicamente em um mix entre polissacarideos, lipideos, enzimas, proteinas e acidos
nucleicos. Os biofilmes favorecem as condi¢des de sobrevivéncia dos microrganismos
(CLOETE et al., 2009; FLEMMING, 1998), garantindo adesdao e coesdo a superficie,
estabilidade mecanica, prote¢cdo e adaptagdo ao estresse ambiental (RATHER et al., 2021).

As principais enzimas fungicas capazes de degradar a estrutura polimérica dos plasticos
sdo as Carboxilesterases (E.C 3.1.1.1), Lipases (E.C 3.1.1.3) e as Cutinases (E.C 1.1.74),
porém Cutinases dentre as outras serina hidrolases foram as que apresentaram melhor
potencial de hidrdlise de PET devido a sua habilidade de hidrolisar polimeros sintéticos de
alto peso molecular em sua forma monomérica (AHMADITABATABAEI et al., 2021;
CARR; CLARKE; DOBSON, 2020; DANSO; CHOW; STREITA, 2019; ODA, 2021,
SANCHEZ, 2020).

1.2 Cutinases

Cutinases (E. C 3.1.1.74) s3o enzimas extracelulares secretadas por fungos
fitopatogénicos para degradagdo da cutina, facilitando a entrada do microrganismo na cuticula
da planta, levando a quebra de sua parede celular (ALTAMMAR et al., 2022). Sao enzimas
capazes de catalisar a quebra das ligagdes éster presentes na Cutina que hidrolisam diferentes
substratos, favorecendo sua aplicabilidade para além de seu propdsito natural (CHEN et al.,
2008, 2013). Pertencentes a superfamilia o/f- hydrolase, sdo classificadas como pequenas
serina esterases que atuam em substratos soliveis em agua. J& as lipases, exibem ativagao
interfacial e necessitam da interface agua/oleo para a sua atividade (CHEN et al., 2008;
JOHNSON et al., 2021).

No setor Téxtil, atuam no biopolimento de tecidos, apresentando menor consumo de
energia, menor custo de produgdo e baixas taxas de residuos (CHEN et al., 2013;
NYYSSOLA, 2015; TELES; CABRAL; SANTOS, 2001). Na industria alimenticia como
saborizantes de frutas. Atuam como biocatalisadores com alta especificidade e seletividade,
permitindo que as reagdes acontegam a temperaturas mais brandas, eliminando subprodutos e
garantindo um produto final sem misturas racémicas (DE BARROS et al., 2009). Também
sao usadas na industria de detergentes e lavanderias, por apresentarem estabilidade em uma
ampla faixa de temperaturas, variando de 20 °C a 50 °C e pH entre 8-10 (DUTTA; SEN;
VEERANKI, 2009). Ja no setor de laticinios e derivados, Cutinases podem mediar, na presenga
de baixos volumes de agua, a transesterificacao de 6leos e gorduras, bem como a esterificagao
estereosseletiva de alcoois (ALVES MACEDO; FONTES PIO, 2005).

Recentemente a aplicagcdo das cutinases na degradacdo de polimeros sintéticos que
apresentem ligagdes éster em sua estrutura polimérica tem sido estudada. Considerando o

DOI: 10.51189/conbiotec2024/31255



Revista Multidisciplinar de Educacdo e Meio 2675-813X V.5,N22,2024
Ambiente

dano causado ao meio ambiente e a toda a cadeia alimentar pela poluicdo dos polimeros
sintéticos derivados do petrdleo, faz-se necessaria a busca por novas formas de obtengao de
plasticos, como os bioplasticos, produzidos por fontes renovaveis e biodegradaveis. Também,
persiste a necessidade de se encontrar maneiras eficazes e de baixo custo para degradacao
parcial e/ou total dos residuos plasticos ja existentes. A biodegradacdo com enzimas fingicas
como forma de biorremediacdo apresenta-se como uma opg¢ao vidvel, porém ainda pouco
explorada.

Este trabalho teve como objetivo a investigacdo dos microrganismos produtores de
Cutinases dos fungos filamentosos presentes na micoteca do LaBiogMol da UNIOESTE de
Cascavel-PR, analisando-se também seu comportamento na presenca exclusiva de alguns
polimeros sintéticos.

2 MATERIAIS E METODOS

Para avaliagdo do potencial enzimatico das linhagens o meio de cultivo foi
estabelecido baseado no estudo de otimizagdo realizado por PIO e MACEDO (2007). Os
cultivos liquidos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 150 mL contendo 30 mL de
meio liquido cada. Foram inoculados em cada frasco 1 mL de solu¢do de esporos de cada
linhagem testada. Em cada Erlenmeyer também foram adicionados 1% dos plasticos de
diferentes pesos moleculares analisados — Filme de Poliéster (FP), PET, PP ¢ HDPE. Os
cultivos foram estacionarios durante 15 dias a 30°C.

PET, PP e HDPE foram obtidos em um mercado local da cidade de Cascavel- PR ¢ o
filme de poliéster (FP) através da empresa Sigma Aldrich®. Os plasticos PET, HDPE e o PP
foram cortadas com tamanho médio de 1x1cm, imersos em alcool 70% por 1 hora. Decorrido o
tempo estabelecido, os fragmentos de PET, HDPE e PP foram lavados 3 vezes com agua
destilada para completa limpeza de qualquer residuo do etanol. Os plasticos foram entdo
acondicionados em estufa ventilada a 55°C por 1 hora até¢ estarem completamente secos e
esterilizados com radiagdo UV. Neste processo, todos os plasticos foram submetidos a 5
ciclos de 20 minutos cada.

A determinacdo da atividade enzimadtica, foi realizada a partir dos extratos brutos
extracelulares diarios de cada cultivo. A atividade enzimatica de todos os cultivos foram
realizadas segundo o método espectrofotométrico da hidrdlise de p- nitrofenilbutirato (p-
NPB) (PIO; MACEDO, 2009). O substrato utilizado para a reacdo parte da mistura de
Tetrahidrofurano (THF) 0,43M, Triton X-100 0,2% e p-NPB 1,12mM em tampao fosfato 50
mM pH 7,2 até completar o volume de 50 mL. Uma aliquota de 3,43 mL do substrato foi
adicionada a 70 puL da amostra do extrato bruto, reagindo por 15 min a 30 °C contra o branco
(substrato + meio de cultivo sem a presenca do fungo). Decorridos os 15 minutos, a
absorbancia foi determinada por espectrofotometro a 405 nm (KOLATTUKUDY, 1985).

A quantificagdo das proteinas foi realizada de acordo com a metodologia de Bradford
(1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrao. A concentracdo proteica foi
expressa em mg de proteina por mL de amostra.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecao dos fungos produtores de Cutinase pela avaliacao de seu potencial esterasico
A figura 2 mostra as linhagens que apresentaram formacdo do halo de hidrdlise
ocasionada pela produgdo de esterase com 72 horas de cultivo a 28 °C. As linhagens que nao
apresentaram a formacao de halo ndo foram apresentadas. Os fungos A. niger ¢ A. aculeatus
apresentaram o melhor crescimento do halo de hidrolise em fungdo do tempo, sendo estes
selecionados para as proximas etapas.
Trabalhos como o de CHEN et al., 2013; KIM; RHEE, 2003; LIANG; ZOU, 2022;
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QAMAR; ALI 2021 mostram que o género Aspergillus em geral possui um grande potencial
para producao de cutinases, por serem fungos encontrados em uma vasta gama de substratos,
seu arsenal enzimatico contempla as mais diversas categorias enzimaticas (DA SILVA et al.,
2015).

Figura 1 Formacao do halo de esterase positiva. 1. Aspergillus niger 2. Aspergillus aculeatus
3. Aspergillus fumigatus 4. Aspegillus crysogenum 5. Trichoderma longibrachiatum 6.
Aspergillus crustosum 7. Aspergillus flavus 8. Aspergillus versicolor 9. Hypocrea lixii. 10.
Controle negativo (glucose como fonte indutora). Avaliacdo da despolimerizacdo dos
polimeros sintéticos por Cutinases do extrato bruto

Fonte: acervo pessoal da autora.

3.1.1 Filme de poliéster (FP)

Para que se pudesse avaliar a capacidade fungica de assimilacdo do poliéster como
fonte de carbono, este cultivo foi conduzido sem a adi¢@o da glicose, utilizando- se o meio de
cultivo liquido descrito no item 3.4, porém com adi¢do de filmes de poliéster a 1% (v/v).

Apos o tempo de cultivo determinado, os filmes de poliéster foram pesados para verificar
se houve perda de massa em decorréncia de sua despolimerizagdo, porém os resultados nao
foram significativos (p>0,05). Apesar de ndo se observar perda significativa de massa
molecular durante o tempo estabelecido, os cultivos com A. niger e A. aculeatus apresentaram
adesdo a superficie do filme com apenas 5 dias de cultivo e atividade Cutinolitica de 3,45 U

mL_1 e3,73U mL_1 respectivamente com 20 dias de cultivo.

A adesdo a superficie indica que o fungo foi capaz de assimilar o filme de poliéster
como suporte direto para seu crescimento e excre¢do de enzimas, caracterizando a formagao
de um biofilme, que segundo FLEMMING, 1998, ¢é a primeira etapa necessdria para a
biodegradacdo de um polimero sintético. Semelhante a este estudo, (VIVI; MARTINS-
FRANCHETTI; ATTILI-ANGELIS, 2019) relataram que o fungo Chaetomium globosum
(ATCC 16021) apresentou adesdo a superficie de filme de PVC com 28 dias de cultivo em
meio sélido, porém com perda de peso molecular de até 70%.

3.1.2 Polietileno tereftalato (PET)
Quanto a produgdo cutinolitica frente ao polimero sintético PET, os resultados foram
mais expressivos nos cultivos com A. niger, com atividade enzimatica maxima de 11,92 U

mL com 5 dias de cultivo. A atividade enzimdtica de A. aculeatus apresentou-se
. . , . -1 .

inexpressiva, com valores proximos a zero (0,05 U mL ) com o mesmo tempo de cultivo.
Alguns estudos relatam resultados similares quanto a atividade enzimatica de 4. niger quando
adicionado a cultivos com PET, como o de ION et al., 2021 que relataram a conversdo de

84% de PET em seu monomero BHET (bis(2- hydroxyethyl) tereftalato) com apenas 24 horas
de cultivo.
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A despolimerizacdo de PET por enzimas fungicas acontece primariamente pela quebra
da ligagdo éster presente em sua estrutura, que pode ser hidrolisada por Lipases, Cutinases e
Esterases. Porém, o PET apresenta uma alta resisténcia a despolimerizacdo por apresentar
natureza hidrofobica, alto peso molecular, longas cadeias carbonicas, baixo percentual de
grupos funcionais reconhecidos pelas enzimas e uma alta propor¢ao de unidades de tereftalato
aromatico, que reduzem a flexibilidade das cadeias poliméricas limitando a degradagao
enzimatica (VIVI; MARTINS-FRANCHETTI; ATTILI-ANGELIS, 2019).

3.1.3 Polipropileno (PP)
Os resultados obtidos quanto a biodegradagao de Polipropileno se assemelha muito aos
encontrados com PET. A niger apresentou maior efici€éncia enzimatica com uma producao de

8,51 U mL_1 enquanto A. aculeatus apresenta atividade proxima de zero 0,08 U mL .
Diferente dos cultivos anteriores, neste caso ndo houve adesdo a superficie do polimero pelo
fungo, o que pode ser justificado pela suarecalcitrancia.

Como todos os polimeros sintéticos, o Polipropileno apresenta alta hidrofobicidade
inerente a sua estrutura, o que dificulta a adesao fungo-pléstico. Somado a estes fatores, sdao
encontrados em PP altas concentragdes de plastificantes, aditivos com a finalidade de suavizar
o produto, aumentando sua flexibilidade. CACCIARI et al. (1993) conduziu um estudo com
microrganismos coletados do solo de 15 diferentes locais de deposicdo de plésticos. Os
cultivos foram conduzidos por 175 dias e apresentaram perda de 40% do peso molecular
inicial, contudo 90% desta reducdo foi atrelada a perda de plastificantes adicionados a
superficie do PP e apenas 10% representam a perda de hidrocarbonetos inerentes a estrutura
polimérica do PP.

OJHA et al. (2017), isolaram fungos presente no solo de um depdsito de lixo e
relataram que os fungos Penicillium oxalicum e Penicillium chrysogenum sdo capazes de
degradar HDPE e LDPE. Os cultivos foram conduzidos por 90 dias com coletas realizadas
nos dias 30, 60 e 90. Penicillium chrysogenum apresentou aos 90 dias de cultivo uma redugao
de 58,6% do peso inicial de HDPE e Penicillium oxalicum com o mesmo tempo de cultivo
apresentou redu¢do de 55,3%. Esses resultados foram confirmados por MEV e FTIR. As
analises de MEV mostram adesdo a superficie do HDPE e formacao de biofilme por ambos os
fungos com 15 e 30 dias de cultivo e mudangas estruturais como rachaduras, poros,
danificagdo e rugosidade da superficie com 45, 60 e 90 dias de incubagao.

4 CONCLUSAO

A biodegradagao de polimeros sintéticos por meio de enzimas fingicas pode ser
considerada como uma forma alternativa biologicamente vidvel para o problema da ma
disposi¢do dos residuos solidos, porém mais estudos sao necessarios para que se possa
aumentar sua efetividade, tanto em condi¢des laboratoriais quanto em condi¢des ambientais.

Além da caracterizagao bioquimica da enzima, mais ensaios quanto as condigdes de
cultivo sdo necessdrias para que se possa otimizar a produgdo cutinolitica e
consequentemente, a despolimerizacao dos materiais sintéticos.
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