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Alternativas buscando minimizar os problemas
ambientais, sendo estas menos agressivas ao
homem, tém sido foco de pesquisas realizadas no
Laboratorio de Quimica e Biomoléculas
(LAQUIBIO)/ISECENSA. Possuidor de uma
micoteca com quase dois mil fungos de restinga
da regido norte fluminense, podendo alguns
destes,  apresentarem-se  promissores  na
biorremediacdo de diversos poluentes, como
aqueles a base de poliuretano, um dos mais
vendidos no mundo, que ¢ descartado em grandes
quantidades na natureza. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver um meio de cultura
para a selecdo de fungos da colegdo bioldgica do

LAQUIBIO com capacidade de degradacdo de
poliuretano. Para tal, foi preparado um meio de
cultura com este polimero e 16 isolados de fungos
foram cultivados e avaliados com relacdo a
colonizagdo de fragmentos de poliuretano.
Observou-se o crescimento micelial de todos os
fungos testados. No entanto, at¢é o momento,
apenas um isolado foi capaz de colonizar os
fragmentos do polimero. Os resultados sdo
promissores € novos ensaios devem  ser
conduzidos a fim de se detectar a produgdo
enzimatica degradadora de poliuretano por estes
fungos.
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ABSTRACT

Alternatives looking for minimize environmental
problems, which are less harmful to man, have
been the focus of research conducted in the
Laboratory of Chemistry and Biomolecules
(LAQUIBIO) / ISECENSA. The laboratory has a
biological collection with almost two thousand
fungi collected in an area of restinga vegetation in
northern Fluminense, some of which may be
promising in the bioremediation of several of
several pollutants, especially those based on
polyurethane. This plastic is discarded in large
quantities in the environment and is considered
one of the most sold plastics in the world. Thus,

the objective of this work was to develop a culture
medium able to select fungi from the biological
collection of the LAQUIBIO with ability to
degrade polyurethane. Therefore, a culture
medium containing this polymer was prepared and
16 fungal isolates were cultivated and evaluated
for the colonization of polyurethane fragments. It
was observed the mycelial growth of all fungi
tested. However, only one fungal isolate was able
to colonize the polymer fragments to date. These
are promising results and further assays should be
conducted in order to detect the polyurethane
enzymatic degradation by these fungi.
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1. INTRODUCAO

O volume de plastico descartado como lixo tem aumentado de forma consideravel nos ultimos anos.
Cerca de 25,2 milhdes de toneladas desse lixo foi gerado somente na Europa em 2012 (PLASTICS
EUROPE, 2013). No Brasil a geragdo total de lixo em 2013 foi de 76,3 milhdes de toneladas. A Pesquisa
Nacional de Saneamento Basico realizada em 2013 apontou que 62,1% dos municipios declararam ja dispor
de alguma iniciativa para reciclagem de residuos solidos. Essa coleta, porém, ainda ¢ ineficaz em qualidade e
efetividade, dificultando a estimativa do percentual de plastico descartado no pais (SCSSF, 2014). Apesar
dos danos evidentes causados pelo descarte de plasticos no ambiente, a produgdo deste poluente ainda
continua crescendo, principalmente nos paises em desenvolvimento (RUSSELL et al., 2011).

Um destes materiais plasticos é o Poliuretano (PUR) que ¢ um polimero derivado a partir da
condensagdo de poli-isocianato ¢ poliol, sendo amplamente utilizado como um material de base em varias
induastrias (NAKAJIMA-KAMBE et al., 1999). O PUR tem sido usado na fabricagdo de mangueiras,
calgados, enchimento de moéveis e tecidos, isolante térmico e acustico, sendo considerado um dos plasticos
mais vendidos no mundo (MARQUES & MARTINS, 2009).

Diferentemente de outros plasticos, o PUR estd frequentemente sujeito ao ataque de micro-
organismos, principalmente fungos de solo (BARRATT et al., 2003; DARBY & KAPLAN, 1968) e, mais
recentemente, RUSSELL et al. (2011) destacaram o papel promissor dos fungos endofiticos na degradagdo
desse material. Alguns trabalhos indicam o potencial de fungos para a biodegradacdo de PUR quando sao
enterrados no solo (ZAFAR et al., 2013), uma vez que Cooney (1969) ja havia demonstrado que a espuma de
poliuretano poderia ser usada como uma matriz para a adesdo do micélio do fungo. Esta suscetibilidade do
Poliéster Poliuretano ao ataque de micro-organismos ¢ facilitada devido a presenca de ligacGes éster e
uretano que sdo naturalmente vulneraveis a degradagdo enzimatica (DARBY & KAPLAN, 1968).

Fungos endofiticos tém sido isolados e identificados a partir de diferentes espécies vegetais com as
mais variadas finalidades (LEGAUT et al., 1989; CLAY, 1993; SCHULZ et al., 1993; FISHER, 1996;
GAMBOA et al., 2002; ARNOLD et al., 2003; SOUZA et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005; MUSSI-DIAS
et al., 2012), despertando o interesse da comunidade cientifica, pela aplicabilidade e utilizagdo potencial de
seus metabolitos, principalmente para fins industriais. Uma variedade de componentes quimicos com
propriedades farmacéuticas, cosméticas e agricolas, tais como inseticidas, herbicidas e bactericidas (TAN &
Z0U, 2001; STROBEL & DAYSE, 2003) tem sido desenvolvidos, além de outros compostos
frequentemente testados como anticancerigenos, fontes alternativas de combustiveis e bioremedidores, este
ultimo ainda pouco explorado (LACAVA et al., 2010).

Segundo (RUSSELL et al., 2011) o fato de micro-organismos endofiticos ocuparem um nicho
bioldgico tnico, o tecido de plantas, que € rico em complexo de polimeros de carbono, ¢ uma justificativa
para a investigagdo do potencial da ampla capacidade metabdlica destes organismos. Trabalhos recentes t€m
focado na sele¢do de micro-organismos com habilidade de degradar polimeros sintéticos, objetivando a
descoberta de possiveis novas enzimas.

Dessa forma, a partir de uma visdo preservacionista voltada aos recursos naturais da regido Norte
Fluminense, uma fonte inesgotavel de fungos endofiticos encontra-se disponivel nas Restingas da regido, das
quais mais de 2000 isolados fungicos ja foram obtidos e encontram-se depositados na Micoteca do
LAQUIBIO/ISECENSA para serem testados e utilizados em biorremediacdo. Assim, o objetivo desse
trabalho foi desenvolver um meio de cultura para a sele¢do de fungos da colegdo bioldgica do LAQUIBIO
com capacidade para a degradacdo de poliuretano de origem vegetal.
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2. MATERIAL E METODOS

Ensaios foram realizados no LAQUIBIO/ISECENSA a partir da repicagem de fungos endofiticos
das restingas do norte fluminense, os quais encontram-se armazenados em agua destilada esterilizada no
LAQUIBIO. Dezesseis diferentes isolados de fungos foram selecionados aleatoriamente para os testes
iniciais da pesquisa, sendo eles identificados como: LAQUIBIO 5B1.1, LAQUIBIO 22A1, LAQUIBIO
24B2, LAQUIBIO 35C1, LAQUIBIO 38C3, LAQUIBIO 11A2, LAQUIBIO 5A2, LAQUIBIO 11Al,
LAQUIBIO 32A2, LAQUIBIO 13B4, LAQUIBIO 17B3, LAQUIBIO 9A, LAQUIBIO 34C1, LAQUIBIO
20B, LAQUIBIO 15A2 E LAQUIBIO 7A2.

O meio de cultura padrdo utilizado para a manutencao das colonias foi o Batata-dextrose-agar (BDA)
e, para as analises de degradacdo, o meio adaptado de Cangemi, et al. (2008) e Darby e Kaplan (1968), sendo
composto pelos sais NaNOs, 3,0 g; K,HPO,, 1,0 g; MgS0,.7H,0, 0,25 g; KCI, 0,25 g; extrato de levedura,
0,2 g, agar 14 g, polimero de 6leo de mamona, 6,0 g; agua destilada, 1,0 L (Meio SPU). Para o preparo do
polimero foi utilizada uma espuma expansiva natural de poliueretano derivado do 6leo de mamona
(MAMONEX RD70) fornecido pela empresa IMPERVEG. A espuma foi preparada de acordo com as
orientagcdes do fabricante, misturando-se 50 mL de cada um dos dois componentes (Figura la). Em um
Becker de 500 mL, misturou-se a solu¢do com um bastdo de vidro ¢ a reagdo expansiva proporcionou, em
alguns segundos, a formagao de uma espuma (Figura 1b). Apos 24 h de repouso, a espuma solidificada foi
cortada em pequenas partes, triturada em liquidificador e peneirada para obtengdo de um po6 fino (Figura Ic e
1d).

O polimero foi esterilizado separadamente e depois transferido para placa de Petri de forma
proporcional ao volume do meio (Figura 1d). A seguir, verteu-se a fase liquida fundida (Figura 1e), agitando-
se frequentemente a suspensao para dispersar melhor os fragmentos do polimero no meio.

Cada isolado foi repicado em triplicata para o centro de placas contendo o meio de poliuretano que

foram mantidas a 25 °C e fotoperiodo de 12 h. As observagdes do desenvolvimento das colonias e as
alteracdes no meio foram feitas diariamente por um periodo de 30 dias.
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Figura 1. Etapas do preparo do meio de cultura para fungos contendo poliuretano. a) mistura liquida derivada
de 6leo de mamona associado ao polimero; b) espuma expansiva formada pela mistura apds polimerizagéo;
¢) poliuretano triturado e peneirado; d) por¢ao do polimero autoclavado individualmente por placa de Petri
antes da mistura ao meio de cultura fundente; e) meio solidificado em placa de Petri pronto para a repicagem
de fungo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os fungos endofiticos de restinga utilizados nesta pesquisa, obtidos da Micoteca do
LAQUIBIO, cresceram bem em meio SPU e exibiram suas caracteristicas morfologicas tipicas de cada
género. Dessa forma, foi possivel utiliza-los nos ensaios para a avaliagdo da colonizagdo de fragmentos de
poliuretano.

Em meio contendo o polimero (SPU) o crescimento vegetativo foi menor, quando comparado ao

meio BDA, embora a producdo de esporos e estruturas reprodutivas tenham sido induzidos para os fungos
LAQUIBIO 5A2, LAQUIBIO 15A2 e LAQUIBIO 7A2 (Figura 2, letras g, o e p, respectivamente).
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Figura 2. Colonias de fungos evidenciando o crescimento e esporulagdo em meio de cultura contendo
poliuretano. a) LAQUIBIO 5B1.1, b) LAQUIBIO 22A1, ¢) LAQUIBIO 24B2, d) LAQUIBIO 35Cl, e)
LAQUIBIO 38C3, f) LAQUIBIO 11A2, g) LAQUIBIO 5A2, h) LAQUIBIO 11A1, i) LAQUIBIO 32A2, j)
LAQUIBIO 13B4, k) LAQUIBIO 17B3, 1) LAQUIBIO 9A, m) LAQUIBIO 34C1, n) LAQUIBIO 20B, o)
LAQUIBIO 15A2 e p) LAQUIBIO 7A2.

Um dos isolados, LAQUIBIO 5A2 foi capaz de colonizar os fragmentos do polimero incorporados
ao meio (Figura 3), podendo ser comprovado através da observacdo do surgimento de hifas envolvendo as
particulas de poliuretano (Figura 3b). Essa colonizagdo pode ser um indicativo que este fungo seja habil em
utilizar o PU como nutriente, o que levaria a degradacéo das particulas do mesmo. De acordo com Cangemi
et al. (2008) a degradagdo dos poliueretanos por micro-organismos pode ocorrer por efeito mecanico,
bioquimico ou enzimatico.
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Figura 3. Crescimento de fungo e colonizacdo de fragmento de poliuretano em meio de cultura. a) isolado
LAQUIBIO 5A2 com crescimento sobre a superficie do meio e produgdo de estrutura de frutificagdo; b)
colonizagdo e enovelamento de hifas sobre fragmento de poliuretano.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Concluindo, os resultados iniciais apontam que sera possivel desenvolver metodologias de
adequacdo para melhorar a selecdo de fungos promissores na producio de enzimas degradadoras de
poliuretano.
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