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Resumo. O plastico é considerado um dos principais residuos

causadores de grandes impactos ambientais, devido Recebido:
principalmente ao seu baixo custo e utilizacido em diversas 01/12/2017
formas, dificultando um manejo ambientalmente correto. Um ]
novo método de degradacio de um dos principais tipos de 21/03‘(>C2e(;t1°é
plastico, o poliestireno expandido (EPS), estd sendo estudado

utilizando Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Publicado:
Tenebrionidae) e Zophobas morio Fabricius, 1776 (Coleoptera: 30/04/2018

Tenebrionidae), que sdo capazes de digerir este polimero. O
objetivo do presente artigo foi analisar os comportamentos das
espécies T. molitor e Z. morio como agentes biodegradantes do
EPS. Foram realizados testes de fome com ambas as espécies,
utilizando dois grupos de controle e dois para os testes, sendo o
grupo de controle alimentado com farinha e aveia integrais,
batata e EPS, pesando os individuos e o EPS dos quatro grupos a
cada sete dias. Para o teste microbiano foi retirado o contetido
estomacal de dois individuos de ambas as espécies e diluidos em
agua destilada estéril, para inoculagio em meio de cultura. A
partir das coldnias resultantes, foram isoladas as bactérias pelas
diferentes coloragdes para posteriormente serem inoculadas em
um meio basal livre de carbono contendo uma pelicula de EPS
previamente diluida em cloroférmio e seca ao ar livre. Como
resultado, foi observado que no teste de fome apés 14 dias
ocorreu reducdo no peso do EPS para ambas as espécies, sendo
3,62% de reducdo para T. molitor e 3,01% para Z. morio. No teste
microbiano, apenas uma coldnia, identificada pela cor laranja,
apresentou crescimento sobre a pelicula de EPS. E possivel
concluir que ambas as espécies apresentaram resultados
positivos de degradacao do EPS, além disso a colonia bacteriana
de coloracdo laranja encontrada no trato intestinal de ambas as
espécies apresentou resultados relevantes de degradacdo do EPS.
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Palavras-chave: Tenébrio; Tenebrio molitor; Zophobas morio;
Tenébrio gigante; Isopor; Degradacdo de plastico.

Abstract. Biodegradation of the expanded polystyrene using
Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae)
e Zophobas morio Fabricius, 1776 (Coleoptera:
Tenebrionidae). Plastic is considered one of the the main residue
that most causes environmental impacts, due mainly to its low
cost and high application, making environmentally correct
management difficult. A new degradation method of one of the
main plastic type, expanded polystyrene (EPS) has been studied,
using  Tenebrio  molitor  Linnaeus, 1758 (Coleoptera:
Tenebrionidae) and Zophobas morio Fabricius, 1776 (Coleoptera:
Tenebrionidae), which are capable of digest that polymer. The
goal of the present article was to analyze the behavior of
T. molitor and Z. morio species as biodegradant agents of EPS.
Both species were tested for hunger, using two control groups
and two in the test, in which the control group was fed with
wholemeal oatmeal and flour, potatoes and EPS, weighing the
individuals and EPS of the four groups every 7 days. For the
microbial test, the gut contents of the two individuals of both
species were diluted in sterile distilled water for inoculation in
growth medium. From the resulting colonies, the bacterias were
isolated by the color difference and later inoculated into a carbon
free basal medium containing an EPS film diluted in chloroform
and dryed outdoor. As a result, it was observed that in the hunger
test after 14 days there was a reduction in EPS weight for both
species, from 3.62% reduction for the T. molitor and 3.01% for
the Z. morio. In the microbial test only one colony, identified by
the orange color, presented growth on the EPS film. It is possible
to conclude that both species presented positive results of EPS
degradation, besides the orange colony determined in the
microbial test was obtained in the guts content of both presented
interesting results of EPS degradation.

Keywords: Tenebrio molitor; Mealworm; Zophobas morio;
Superworms; Styrofoam; Plastic degradation.
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Introducao

0 desenvolvimento industrial no
mundo vem sofrendo grandes
transformag¢des ambientais, através do
crescimento populacional e
consequentemente do consumo
exacerbado dos residuos sélidos. Oliveira
(2013) considera o plastico como um dos
principais produtos que sao despejados
em aterros sanitarios de maneira
incorreta, tornando-o um dos problemas
relacionados ao impacto ambiental.

0 poliestireno expandido (EPS),
pertencente ao grupo dos termoplasticos
é um material de baixo custo e fragil,
sendo muito utilizado na fabricacdo de

produtos  descartdveis como, por
exemplo, o0s copos descartaveis,
brinquedos, diversos tipos de

embalagens e utilidades domésticas
(Monteiro et al.,, 2011). Devido ao baixo
custo tal material é usado em grande
escala, gerando grande quantidade de
residuos que devem ser manejados da
melhor forma, afim de nao poluir o meio
ambiente.
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Uma maneira eficaz e limpa para
o manejo do EPS é o uso da biotecnologia
sendo uma ferramenta relevante de
combate a impactos ambientais, visto
que, por definicdo, refere-se a utilizagio
de sistemas biolégicos, organismos vivos
ou derivados, a fim de criar ou modificar
produtos e processos em usos especificos
(Ferro, 2010).

A degradacdo do EPS depende
das suas caracteristicas e das condigdes
ambientais, podendo variar conforme a
exposicdo a fatores abioticos (sol, calor,
umidade) ou pela assimilagio dos
microrganismos (fungos e bactérias)
(Vinhas et al., 2007). Segundo Yang et al.
(2015), um modo de degradar o EPS por
microrganismos é pela decomposicdo
bioloégica realizada pelas larvas de
Tenebrio molitor e Zophobas morio.

No trato digestivo das espécies,
ocorre a decomposicdo biolégica, onde as
bactérias conseguem decompor o EPS,
transformando metade em didxido de

‘\(ﬂ .

carbono e a outra metade em fragmentos
decompostos em forma de excremento
(Yang etal., 2015).

Dessa forma, diante da
necessidade de estudos em relacdo a
destinacao correta do poliestireno, bem
como sua degradacdo, o presente
trabalho possui como objetivo analisar os
comportamentos das espécies T. molitor
e Z. morio como agentes biodegradantes
do EPS.

Material e métodos

Métodos para o teste de fome

As larvas das espécies T. molitor e
Z. morio (Figura 1) foram adquiridas no
repositério de material bioldgico do
laboratério  de  bioprocessos da

Universidade Tecnolégica Federal do
Parana, Campus Campo Mourio, Paranj,
Brasil.

Figura 1. Agentes biodegradantes. Legenda: a) T. molitor e b) Z. morio.
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0 poliestireno expandido (EPS)
apresentado na Figura 2 foi a base para a
composicdo do substrato necessario para
o desenvolvimento dos individuos.
Foram construidos quatro recipientes
para a execugdo do teste de fome (15 cm
x 7,5cm). Destes quatro, dois constituem
os recipientes de controle e os outros

dois sdo testes, sendo um par para cada
espécie.

O substrato que compde o
recipiente de controle é constituido por
farinha integral, aveia integral, batata
(Solanum tuberosum L.) e EPS granulado.
O substrato do recipiente de teste é
constituido exclusivamente por granulos
de EPS (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢cdo dos substratos utilizados para o teste de fome das espécies Z morio e

T. molitor.
Substrato (g)
F A S EPS
2 | Z morio c 100,0216 50,0715 1,3444 1,3444
2 T - - - 3,3263
7 T molitor C 100,0109 50,0829 1,3103 1,3103
i T - - - 2,5915

C- Controle; T- Teste; F- Farinha integral; A- Aveia integral; S- S. tuberosum; EPS: poliestireno

expandido.

Foram  introduzidos cinco
individuos da espécie Z morio no
substrato controle e outros 5 no
substrato teste. Da mesma forma, foram
introduzidos 20 individuos da espécie
T. molitor no segundo substrato controle
e outros 20 no segundo substrato teste.

Todos os individuos foram
previamente pesados individualmente e
coletivamente. Também foram pesados a
cada sete dias, para se obter a evolugao
dos pesos das populagdes e dos
substratos de controle e de teste. Os
recipientes foram reservados ao abrigo
da luz direta e mantidos a 25 °C, até que
se completasse o periodo de 28 dias. Os
testes foram realizados entre os meses
de agosto e novembro de 2017.

Métodos para o teste
microbiano

Para determinar a presenca de
bactérias biodegradantes de poliestireno
no organismo das espécies, foram
retirados o contetido estomacal de 2
individuos de cada espécie. Para isso, os
individuos foram esterilizados em uma

solucdo de etanol 70% (v/v), dissecados
e separados os tratos intestinais. Os
individuos mantiveram uma dieta padrio
do mesmo conteiudo apresentado no
substrato de controle. Os contetidos
estomacais foram transferidos para dois
recipientes contendo 30 mL de agua
destilada estéril, um para cada espécie.

As solugdes foram entdo agitadas
durante 5 min e inoculadas em placas de
meio PCA por sete dias. Apds este
periodo, as col6nias de coloragoes
distintas foram inoculadas em placas de
meio PCA especificas, com o objetivo de
isolar as coldnias observadas, também
por sete dias. Ao final, as col6nias que
puderam ser isoladas foram transferidas
para solucdes de agua peptonada, para
posterior inoculagdo em meio agar basal
livre de carbono. Todo o processo de
crescimento microbiano supracitado foi
realizado a temperatura de 27 °C.

O meio 4gar basal livre de
carbono (MABLC) foi preparado com
dgua deionizada e contendo (por 1.000
mL) 0,7 g de NH4NO3, 0,7 g de K;HPO,,
0,7 g de MgS04.7H;0, 1,0 g de NH4NOs,
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0,005 g de NaCl, 0,002 g de FeS04.7H-0,
0,002 g de ZnS047H;0, e 0,001 g de
MnS04.H20, 15 g de agar-agar, adaptado
do padrio estabelecido pela ASTM para
determinar a resisténcia de polimeros as
bactérias (ASTM, 1996).

Para o preparo da pelicula de EPS
(Figura 2) para a degradagio

microbioldgica, dissolveu-se amostras de
EPS em cloroférmio ([C]) em placas de
Petri, o suficiente para que houvesse a
formacdo de uma camada superficial do
soluto que se dispersasse de forma
continua por toda a superficie das placas.

Figura 2. Pelicula do EPS dissolvido. Fonte: Os autores.

A solucio foi reservada em
temperatura ambiente por 5 dias, para
que ocorresse a evaporacao do solvente.
As peliculas de EPS resultantes tinham
espessura de cerca de 0,02 mm, e foram
recortadas em pecas quadradas de 30 x
30 mm. As peliculas foram imersas em
solvente de metanol ([C]), lavadas com
agua deionizada e reservadas em local
apropriado para a posterior introducio
em meio agar.

As peliculas foram introduzidas
nas placas contendo MABLC, que
receberam os indéculos pelo método
“spread plate”. As placas contendo as
coldnias isoladas inoculadas, as peliculas

de EPS dissolvido e o MABLC, foram
reservadas em estufa a 27 °C por
14 dias.

Apbs este periodo, foi analisada a
formacdo de unidades formadoras de
colonias (UFC) sobre as peliculas em
contato com o MABLC.

Resultados e discussao

Teste de fome

Os individuos das espécies
Z.morio e T. molitor foram monitorados
em uma etapa de teste e outra de
controle, utilizando na primeira o EPS
como substrato restritivo e na segunda o
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substrato nutritivo (batata, aveia, farinha
e EPS). Em ambas as etapas o periodo de
observacdo foi de quatro semanas.

Os resultados da pesagem dos
individuos e do substrato teste sao
representados a seguir na Figura 3.

1
05
0

1

EPST. molitor mEPSZ. morio = T.maolitor

m 7 _morio

- J—' ‘
0
1 2 3

4 Semanas

Figura 3. Relacdo dos pesos das espécies e do EPC. Fonte: Os autores.

Houve consumo do EPS por
ambas as espécies, sendo as porcen-
tagens de redugdo para T. molitor e
Z.morio de 3,62 e 3,01%, respectiva-
mente. Verificou-se uma baixa redugio
do EPS, porém isso pode ser justificado
pela quantidade de individuos inseridos
no sistema da degradacdo do mesmo e
também pelo tempo de experimento.

Yang et al. (2015) ao estudarem a
degradacdo do EPS com 500 individuos
de T. molitor no periodo de 30 dias,
observaram uma reducio entre 31,0 +
1,7%, tendo uma massa inicial de 5,8 g.
Os autores relatam que as mudancas da
estrutura quimica, bem como da
composicao do EPS, ocorrem depois da
passagem do mesmo pelo intestino.

J& a redugdo da massa por
individuo da espécie T. molitor foi de
0,062% para Yang et al. (2015).

Comparado aos autores, os resultados do
consumo do EPS nesse estudo tiveram
uma melhor eficiéncia de redugio,
podendo estar relacionada a competi¢ao
intraespecifica dos individuos.

Utilizando o substrato nutritivo
(Figura 4), pode-se observar que o
consumo foi notério em relagdo a etapa
de teste. A reduc¢do para a espécie T.
molitor foi de 32,28%, ja para a Z. morio
foi de 33,01%, esse aumento de consumo
pode ser justificado pela perda de
umidade dos componentes do substrato.

Teste microbiano

Na realizacdo do teste microbiano
para determinar a presenca das bactérias
biodegradantes do EPS, os conteddos
estomacais das espécies T. molitor e Z.
morio foram transferidos para as placas
dos meios PCA e BDA, apds sete dias,
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verificou-se o crescimento de seis tipos
de grupos de bactérias, identificadas por
diferentes cores, sendo: amarelo,

vermelho, ocre, transparente, branco e
laranja (Tabela 2).

1 2

EDDg
150
100
50
0
Substrato nutritivo T. molitor = Substrato nutritivo Z.morio
m T _molitor ® 7. morio

3 4 Semangs

Figura 4. Relagdo dos pesos das espécies e do substrato nutritivo. Fonte: Os autores.

Tabela 2. Quadro de caracterizacdo das colbnias isoladas a partir do trato digestivo de Z. morio e

T. molitor.
Z. morio T. molitor
Meio BDA PCA BDA PCA
Isolad Vz Lz Bz Lt Tt At (0]
o
UFC | -[-[-[x[x[-[-]-]- [ [-J-T-[-IxIx[-]-[-

V - Vermelho; T - Transparente; B - Branco; L - Laranja; A - Amarelo; O - Ocre; z - bactérias isoladas
a partir de Z. morio; t - bactérias isoladas a partir de T. molitor; X - presenc¢a de UFC.

Apés a  verificagio  desses
resultados, as colonias caracterizadas
pelas determinadas coloragdes, foram
inoculadas em placas de MABLC em
conjunto com as peliculas do EPS

dissolvido, totalizando 24 placas. Apds
14 dias, observou-se o crescimento
bacteriano das espécies somente nas
placas que continham as colonias de
coloracdo laranja (Figura 5).

Rev. Bras. Gest. Amb. Sustent., 2018, v. 5,n. 9, p. 271-279.



278 Medeiros et al.
| Lz 1 Lz2
'3 19 | TR
Lt2 Ll .

L |20

4 |20

Figura 5. Bactérias biodegradantes de coloragdo laranja. Nota: X — Pelicula genérica sem o crescimento
microbiano. Lzx; Ltx - Pares de peliculas que apresentaram o crescimento microbiano de bactérias
isoladas a partir do contetido presente no trato digestivo de Z. morio e T. molitor, respectivamente.

As bactérias encontradas a partir
do teste microbiano apresentam
aspectos similares, com a mesma
coloracdo laranja da primeira geracdo de
coldnias isoladas nos meios BDA e PCA.
Segundo Yang et al. (2015) o teste
microbiano é de grande importancia para
a identificagcdo dos microrganismos, uma
vez que os mesmos produzem bactérias
para a despolimerizac¢do e biodegradacao
de materiais como o EPS. Porém, ha uma
grande dificuldade em identificar as
bactérias presentes no trato digestivo
que realizam essa degradacdao dos
materiais.

As bactérias presentes nos
intestinos das larvas de T. molitor e
Z.morio sdo as responsaveis pela a
capacidade de digerirem o EPS, utilizam
como fonte de energia para a degradagao
o carbono que foi convertido a CO». Essa
conversdo ¢ realizada a partir da
ingestdo do EPS pelas espécies que
proporcionam a clivagem e a
despolimerizacio das moléculas no
mesmo (Yang et al., 2015).

Tang et al. (2017), utilizaram as
espécies T. molitor e Z. morio na
biodegradacdo do EPS e a partir do
isolamento das bactérias, bem como da
realizacdo de andlises laboratoriais
(Turbidez, caracterizacdo das bactérias,

TSI agar, etc.), os autores observaram a
reducao do EPS.

Ainda segundo o mesmo estudo,
como resultado do teste microbiano os
autores identificaram através do
sequenciamento genético que as espécies
sobreviventes ao EPS possivelmente
foram Aeromonas taiwanensis,
Aeromonas sanarellii, Aeromonas
dhakensis, Aeromonas hydrophila ou
Klebsiella pneumoniae.

Conclusio

Com base nos resultados obtidos
no desenvolvimento deste trabalho e nos
objetivos propostos, pode-se concluir
que as espécies T. molitor e Z. morio no
teste de fome apresentaram resultado
positivo na biodegradacdo do EPS, tanto
na etapa de teste, quanto na de controle.
As eficiéncias de redugdo, utilizando
somente o EPS como substrato, foi de
3,62% para a T. molitor e de 3,01% para
a Z morio. No substrato nutritivo, as
eficiéncias foram de 32,28% e 33,01%,
respectivamente.

No teste microbiano, houve
crescimento de UFC’s sobre a pelicula de
EPS dissolvido apenas nas placas que
receberam o inéculo caracterizado pela
cor laranja, indicando que tanto a espécie
T. molitor quanto a Z. morio dispdem da
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mesma espécie de microorganismo com
potencial biodegradante, jA que o EPS
constitui a dnica fonte de carbono para o
desenvolvimento das coldnias
microbianas.

Em préximos estudos, devera ser
considerada a clonagem destas coldnias
isoladas para a replicacdo especifica em
meios restritivos, como o apresentado
neste trabalho, possibilitando andlises
referentes a variacdo da integridade das
peliculas de EPS ou outros polimeros.
Declaracao de conflito de
Interesses

Os autores declaram nao haver
conflito de interesses.
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