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RESUMO

BEATRIZ BALTHAZAR ABDON

PRODUCAO DE ESTERASES, LIPASES E BIOEMULSIFICANTES PELA
PLASTISFERA DA ENSEADA DE BOM JESUS, ILHA DO FUNDAO,
BAIA DE GUANABARA, RIO DE JANEIRO

Orientador: Profa. Marinella Silva Laport
Coorientador: Profa. Anna Luiza Bauer Canellas

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusdo de Curso.

Plastisfera € a comunidade microbiana associada ao plastico, os quais sdo frequentemente
encontrados em ambientes aquaticos poluidos, como a Enseada de Bom Jesus (EBJ). A despeito
dos prejuizos da poluicdo por plasticos no ambiente, a qual exerce pressdo seletiva sobre o
microbioma local, pouco se sabe sobre o potencial biotecnoldgico da sua plastisfera. Este estudo
visou analisar a producdo de esterases, lipases, poliesterases e substancias tensoativas
produzidas por bactérias da plastisfera da EBJ. Foram coletadas 11 amostras plasticas nas aguas
da EBJ e em sua orla, incluindo polietileno de alta e baixa densidade, identificadas por
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier. Dessas amostras, foram isoladas
245 estirpes, identificadas por MALDI-TOF. O género mais frequente, de 18 distintos, foi
Vibrio (18,4%), seguido por Aeromonas (13%). As estirpes foram inoculadas em meio Sierra
com adicdo dos substratos Tween 20 para avaliacdo da producdo de esterases. O ensaio foi
interpretado pela presenca de um halo de precipitacdo ao redor da col6nia apos 48h a 27°C e 0
Indice Enzimatico (IE) foi calculado, sendo um IE > 2,0, caracteristico de uma estirpe com
potencial enzimatico. A partir das estirpes positivas para esterase (n = 75; 30,6%), foram
conduzidos os demais experimentos. As estirpes esterase-positivas foram analisadas para a
producdo de lipase conforme descrito para esterase, apenas trocando o substrato para tween 80.
Assim, 7,3% também foram positivas para lipase (13/75). A triagem de bioemulsificantes foi
feita pelo indice de emulsificagdo em 24h (E24) em 6leo mineral a partir do cultivo em meio
Luria-Bertani (LB) e minimo (MM), onde 4% (3/75) e 20% (15/75) das estirpes foram positivas,
respectivamente. A producao de poliesterases foi verificada em meio LB e MM acrescidos de
1% de tributirina (TBT) ou policaprolactona (PCL). Dentre 69 estirpes testadas, 10 foram
positivas no MM+TBT e dentre 61 testadas, 5 foram positivas em MM+PCL. O MM
apresentou-se mais vantajoso para a triagem destas enzimas em relacdo ao LB. Os
sobrenadantes dessas cinco estirpes que apresentaram atividade enzimatica em MM+PCL
foram avaliados quanto a termoestabilidade e a estabilidade a diferentes pHs. Nesta andlise,
Vibrio fluvialis PVC-7 se destacou pela manutencdo da atividade enzimatica nas temperaturas
de 40 a 65 °C. Esses cinco sobrenadantes foram liofilizados, filtrados e concentrados, e apenas
a estirpe Shewanella baltica PT-L-4 manteve sua atividade enzimatica. Os cinco sobrenadantes



também foram precipitados com sulfato de aménio (40% e 60%) e analisados por eletroforese
sem condi¢Oes desnaturantes e zimograma. Observaram-se bandas no gel de poliacrilamida,
indicando a separacdo das proteinas presentes no extrato. Contudo, ndo foi observada atividade
enzimatica no zimograma. Com as culturas das cinco estirpes positivas em MM+PCL, fez-se
um consdrcio em microcosmos com diferentes tipos de plasticos, os quais foram monitorados
por 56 dias a 27°C. Depois, os plasticos foram avaliados. Contudo, ndo houve alteracdo no peso
nem na superficie dos plasticos, conforme evidenciado por microscopia eletrénica de varredura.
Assim, esse estudo se estabelece como um dos poucos acerca da plastisfera da EBJ e evidencia-
a como uma fonte de bioprospecc¢do de novas solugdes biotecnoldgicas para o plastico.

Palavras-chave: biorremediacdo, enzimas, plastisfera, potencial biotecnoldgico, esterases,
lipases
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The plastisphere is the microbial community associated with plastic, often found in polluted
aquatic environments, such as the Bom Jesus Cove (EBJ). Despite the environmental damage
caused by plastic pollution, which exerts selective pressure on the local microbiome, little is
known about the biotechnological potential of its plastisphere. This study aimed to analyze the
production of esterases, lipases, polyesterases, and surfactants produced by bacteria from the
EBJ plastisphere. Eleven plastic samples were collected from the EBJ waters and shoreline,
including high and low-density polyethylene, identified by Fourier-transform infrared
spectroscopy. From these samples, 245 strains were isolated and identified by MALDI-TOF.
The most frequent genus, out of 18 distinct ones, was Vibrio (18.4%), followed by Aeromonas
(13%). The strains were inoculated in Sierra medium with the addition of Tween 20 substrates
to assess esterase production. The assay was interpreted by the presence of a precipitation halo
around the colony after 48 hours at 27°C, and the Enzymatic Index (El) was calculated, with an
EI > 2.0 being characteristic of a strain with enzymatic potential. Of the strains positive for
esterase (n = 75; 30.6%), further experiments were conducted. The esterase-positive strains
were analyzed for lipase production, using the same method as for esterase, only replacing the
substrate with Tween 80. Thus, 7.3% were also positive for lipase (13/75). The bioemulsifier
screening was carried out by the emulsification index after 24 hours (E24) in mineral oil, from
cultures grown in Luria-Bertani (LB) and minimal media (MM). In these conditions, 4% (3/75)
and 20% (15/75) of the strains were positive, respectively. Polyesterase production was verified
in LB and MM media supplemented with 1% tributyrin (TBT) or polycaprolactone (PCL). Of
the 69 strains tested, 10 were positive in MM+TBT, and of the 61 strains tested, 5 were positive
in MM+PCL. MM proved to be more advantageous for screening these enzymes compared to
LB. The supernatants of these five strains that showed enzymatic activity in MM+PCL were
evaluated for thermostability and stability at different pH levels. In this analysis, Vibrio fluvialis
PVC-7 stood out for maintaining enzymatic activity at temperatures from 40 to 65°C. These
five supernatants were lyophilized, filtered, and concentrated, and only the strain Shewanella
baltica PT-L-4 retained its enzymatic activity. The supernatants were also precipitated with
ammonium sulfate (40% and 60%) and analyzed by non-denaturing electrophoresis and
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zymography. Bands were observed in the polyacrylamide gel, indicating protein separation in
the extract. However, no enzymatic activity was observed in the zymogram. A consortium was
then formed with cultures from the five positive strains in MM+PCL, in microcosms with
different types of plastics, which were monitored for 56 days at 27°C. Afterward, the plastics
were evaluated. However, no changes in weight or surface characteristics were observed, as
evidenced by scanning electron microscopy. Thus, this study is one of the few focused on the
plastisphere of the EBJ and highlights it as a source of bioprospecting for new biotechnological
solutions for plastic.

Key-words: bioremediation, enzymes, plastisphere, biotechnoligical potential, esterases,
lipases
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Atualmente, pedacos de plastico podem ser encontrados em alimentos, nas aguas, no solo e até
mesmo no Polo Norte. Apesar de ser Gtil no nosso dia a dia, uma vez descartados, os plasticos
demoram a “sumir” do planeta, por conta de sua resisténcia e durabilidade. A regido da Enseada
de Bom Jesus na Baia de Guanabara, é altamente poluida, inclusive por dleo e plasticos, o que
atrapalha as atividades de lazer e pesca realizadas pela populacdo. Mas vocé sabia que essa
sujeira pode ser parte da solucdo para a limpeza desse lugar tdo importante para a cidade do Rio
de Janeiro? No nosso trabalho, nds estudamos as bactérias presentes no proprio plastico que
encontramos na agua e na areia da Enseada de Bom Jesus. Essas bactérias foram analisadas
quanto a producao de substancias capazes de quebrar os plasticos em pedagos menores e ajudar
na limpeza do 0leo. Pensando em limpar o 6leo, nos investigamos a capacidade das bactérias
de fazer emulsdes. As emulsbes sdo misturas entre dois liquidos que normalmente ndo se
misturam, como agua e 6leo. Quando as bactérias formam emulsdes, elas facilitam a mistura
dos 6leos em agua e ajudam na degradacdo deles. Ja as substancias capazes de quebrar 0s
plasticos, denominadas enzimas, aceleram o tempo de decomposicéo do plastico, quebrando-
0s em pedacos menores de forma mais rapida. No nosso trabalho, feito ao longo de dois anos e
meio, observamos a presenca de substancias formadoras de emulséo e de substancias capazes
de quebrar os plasticos em pedacbes menores em diferentes bactérias. Com isso, € importante
ressaltar que as bactérias ndo causam s6 doencas, mas também podem ser boas para 0s seres
humanos e o meio ambiente. Também vale lembrar que essas substancias, por serem de origem
biolégica sdo mais sustentaveis, ou seja, sdo menos toxicas que substancias utilizadas para
limpar ambientes feitas de forma totalmente sintética/artificial. Com o nosso trabalho, nos
verificamos que é possivel encontrar maneiras de lidar com a poluicdo na Enseada de Bom
Jesus nos proprios plasticos que a poluem. Isso é muito importante para entendermos melhor as
bactérias que ali vivem e como elas podem nos ajudar a cuidar do meio ambiente.
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jhonsonii L-S-2.7; S. rubidaea L-S-4.6 e V. fluvialis PVC-7 contra Pantoea sp. CD-M-7

[LgToTTor=To o] - ) TR O PRT RPN 64
Figura 25 — Consorcios bacterianos apés 38 dias. A: Consorcio bacteriano com potencial
degradador de plastico. B: Controle negativo (sem inoculo
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B:amostras plasticas ap0s 56 dias no microcosmo. (2) PET e (3) PP. Para 2 e 3, A e B: Controle
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1. Introducéo

1.1 Baia de Guanabara

Entre um dos ambientes marinhos de maior relevancia na costa brasileira, tem-se
a Baia de Guanabara (BG; Figura 1): a segunda maior baia no litoral do pais com 384
km? de area. Com toda a sua extensdo, a bacia que drena para a BG tem uma superficie
de 4.000 km? e é integrada por 16 municipios, contando com Rio de Janeiro, Petrdpolis,
Niterdi e Duque de Caxias (Fistarol et al., 2015). Existem 50 rios e c6rregos que tém as
aguas da BG como destino final. Dessa maneira, tal bacia hidrografica é considerada um
importante recurso hidrico para a regido (Oliveira et al., 2014). Além disso, ela abriga 22
ilhas e 44 praias, que sdo frequentemente aproveitadas durante todo o ano por moradores
e turistas, o que torna a BG um dos principais centros recreativos e de atividades nauticas
do Brasil e uma importante atracéo turistica para a cidade do Rio de Janeiro (Instituto
Baia de Guanabara, 2015). Por exemplo, a Enseada de Bom Jesus (EBJ; Figura 1C),
localizada na Ilha do Fundao, é tida como uma area de recreacgdo e pesca para moradores
da regido, ainda que receba diariamente efluentes urbanos que chegam por meio de canais

e do porto localizado na regido (Orla Sem Lixo, 2022).

Figura 1: Localizacdo da BG e da EBJ em relacdo ao Rio de Janeiro. A: Estado do Rio de Janeiro,
destacando a BG. B: Visao ampliada da regido da BG, destacando a EBJ. C: Visdo ampliada da regido da
EBJ na Cidade Universitéria, Ilha do Fund&o (Fonte: Google Earth, 2024).
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Na lingua Tupi (falada por comunidades indigenas nativas do Brasil), Guanabara
significa “bergéario do mar”. Isso porque, essa regido era muito aproveitada por diferentes
peixes, crustaceos e até mesmo golfinhos e baleias, como uma area segura para
reproducdo e alimentacdo. N&o apenas 0s animais, mas varias geragdes de povos nativos
também se beneficiavam dessa alta biodiversidade para subsisténcia (Bartaburu e
Johnson, 2023). Além de estar atrelada & manutencédo da biodiversidade, a BG costumava
ser eficiente em sequestrar carbono, ou seja, ela tinha uma alta capacidade de remover
gas carbbnico da atmosfera, um grande responsavel pelo aquecimento global, por meio
da fotossintese, principalmente devido aos manguezais presentes na regido. Ademais,
essas areas de mangue sdo notaveis filtradoras de toxinas do solo e da agua e suas raizes
profundas fornecem um efeito natural de barreira contra a eroséo costeira causada pela
elevacdo do nivel do mar (Bartaburu e Johnson, 2023). Sendo assim, a BG sempre foi
essencial para a conservacao ecologica do Rio de Janeiro e, consequentemente, do Brasil.

Entretanto, com a colonizacdo portuguesa a partir de 1530, a regido comegou a
encarar 0s impactos da intensificacdo da acdo antropogénica, devido ao desmatamento
para abrir espaco para plantac6es de cana-de-agucar, até a pesca de baleias e de diferentes
peixes, afetando diretamente a fauna local (IBGE, 2023). Além disso, ndo havia
saneamento basico propriamente dito na época da colonizacédo, o qual s6 comecgou a ser
implementado no Rio de Janeiro em meados do século XIX, quando poucas pessoas
tinham acesso ao esgoto encanado, que era despejado in natura na BG (Rodrigues e
Miranda, 2014). A partir dai a cidade cresceu, sendo hoje uma metrépole com cerca de 6
milhdes de habitantes, que ainda ndo oferece um saneamento abrangente para sua
populacdo, sendo 35% a parcela da populacdo que sofre com essa caréncia (censo IBGE,
2022; Trata Brasil, 2022).

Atualmente, a BG ndo conta mais com os abundantes cardumes que alimentavam
0s povos indigenas nativos e, posteriormente os colonizadores; ndo conta mais com a
vegetacdo exuberante ao seu redor e, nem com 0s proprios povos indigenas (Bartaburu e
Johnson, 2023). Todavia, ela ainda possui vida em seu ambiente, o que traz esperanca de
um futuro mais sustentavel, conforme mostraram as exposi¢cdes “Futuros da Baia de
Guanabara: inovagao e democracia climatica”, realizada no Férum de Ciéncia e Cultura
em marco de 2023 e “Mba’¢ Ka’4, o que tem na mata: Barbosa Rodrigues entre plantas e
pajés”, realizada no museu do Instituto de Pesquisas Jardim Boténico do Rio de Janeiro
(JBRJ) disponivel em abril de 2024 (Figura 2; Portal de eventos — UFRJ, 2023; JBRJ,
2023).
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Figura 2: Foto tirada durante visita a exposicdo “Mba’é Ka’a”. Pintura representando a natureza ao redor
da BG.

Mesmo sendo relevante para a cidade, esse impacto humano polui cada vez mais
esse ambiente, principalmente por matéria organica derivada do despejo de efluentes
urbanos ndo tratados e residuos solidos, como plasticos (IPEA — Instituto de Pesquisa
Econdmica Aplicada, 2014). Ainda, os rios e riachos que desaguam na BG recebem o
despejo de efluentes industriais e lixo contribuindo para o assoreamento e eutrofizacao
do estuario. Estudos demonstram que a BG tem uma quantidade de microplasticos
estimada em até 1.000 itens de microplastico por quilo de sedimento (Alves e Figueiredo,
2019; Belli et al., 2024).

Apesar de toda poluicdo, ainda sdo escassos 0s estudos e esforcos voltados para
compreender e resolver a poluicdo desse estuario (Canellas et al., 2023). Porém, o projeto
“Orla Sem Lixo” da Universidade Federal do Rio de Janeiro, vem atuando desde 2019
para buscar solucGes para o lixo plastico despejado na BG. Esse objetivo em comum une
professores e estudantes de diferentes areas, como engenharia, quimica, microbiologia e
comunicagdo. Uma parte importante do projeto € a inclusdo da populacéo ribeirinha da
EBJ, BG, que participa de eventos para aprender e ensinar sobre sua realidade e de
algumas acbes, como a montagem de barreiras para mitigar a polui¢do por plasticos
flutuantes. Durante o projeto j& foram montados mais de 300 metros de barreiras, além
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da promocao de estudos microbioldgicos acerca da comunidade bacteriana associada ao
lixo plastico da BG (Orla sem Lixo, 2022; Alves et al., 2024).

Mesmo com o resultado de anos de urbanizagdo estampados em suas aguas, a BG
pode atuar como uma fonte promissora de solucdes biotecnoldgicas para biorremediagéo.
Isso porque, essa “estampa” de matéria organica e lixo plastico exerce uma constante
pressao seletiva sobre as bactérias que ali vivem, o que favorece a selecdo de
caracteristicas metabdlicas que possam vir a ser aproveitados para biorremediacéo sob a
perspectiva microbiolégica (Narayanan, Ali e EI-Sheekh, 2023).

1.2. Poluigéo pelo lixo plastico

Plasticos sdo compostos de hidrocarbonetos e formados por polimeriza¢do: uma
série de reagdes quimicas em matérias-primas organicas (contendo carbono),
principalmente gas natural e petroleo bruto. Varios tipos de polimerizagdo permitem
produzir plasticos com propriedades particulares (Atlas do Plastico, 2020). Dentre as
caracteristicas que justificam seu amplo emprego, estdo suas propriedades térmicas e
mecanicas satisfatorias, custo relativamente baixo de producdo e estabilidade frente a
fatores abioticos, como altas temperaturas e estresse mecanico (Gricajeva, Nadda e
Gudiukaite, 2022). Esses polimeros sintéticos podem ser usados a longo prazo, como em
pecas de veiculos ou materiais de construgdo ou a curto prazo como em embalagens. O
uso a curto prazo consistem em uma das grandes agravantes quando se trata do descarte
inadequado de plasticos, visto que cerca de 40% de todo plastico produzido € utilizado
em embalagens, que sdo predominantemente de uso Unico/curto prazo (Napper e
Thompson, 2023).

Os plésticos podem ser classificados quanto a sua composicao e caracteristicas,
podendo ser divididos em dois grandes grupos: plasticos tradicionais e biodegradaveis
(Atlas do Plastico, 2020). Os plasticos biodegradaveis provém de matérias-primas
distintas, como o milho, a partir de sua biomassa, ou cascas de camardo e outros
crustaceos (Brito et al., 2011; Atlas Do Plastico, 2020). Também é possivel fabricar esses
plasticos biodegradaveis dos derivados do petr6leo ou por sintese bacteriana, como é o
caso do polihidroxibutirato (PHB), que tem acido 3-hidroxibutirico como substrato de
carbono; ou polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato (PHB-HV), que possui o acido 3-
hidroxivalérico como substrato (Brito et al., 2011). Além disso, a policaprolactona (PCL)
também é um polimero biodegradavel, sendo utilizada na area médica para engenharia de

tecidos, em curativos ou até mesmo, na industria cosmética devido a sua compatibilidade
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com tecidos humanos (Chang et al., 2022; Guimaraes, 2022; Gharibshahian et al., 2023).
Para serem considerados biodegradaveis esses plasticos devem idealmente ser de fécil
assimilacdo por microrganismos e compostaveis, ou seja, ndo gerar produtos tdxicos
quando degradados (Filiciotto e Rothenberg, 2021). Vale ressaltar que esses plasticos
ainda sdo minoria e também podem levar fins prejudiciais para 0 meio ambiente, como a
incineracdo (Atlas do Plastico, 2020).

Ja dentre os plasticos tradicionais, pode-se citar o PET (polietileno tereftalato), PP
(polipropileno), PEAD (polietileno de alta densidade), PEBD (polietileno de baixa
densidade) e o PE (polietileno). O PET é formado por &cido tereftalico e etileno glicol,
ligado por ligagdes do tipo éster; o PP é formado por ligagdes de carbono; o PEAD e 0
PEBD sdo formados por ligac6es de carbono, sendo o PEAD mais rigido e menos flexivel
que o PEBD e; o PE tambem é formado por ligacdes de carbono e possui alto peso
molecular (Verschoor et al., 2022; Jin e Jia, 2024) (Figura 3).

Ligacdes éster Ligacdes de carbono
Polyethylene terephthalate (PET) Polyethylene (PE)

SO

Polycaprolactone (_PCL) Polypropylene (PP)

0 CH, H’

b PR -y N
i
L 5 L s
Polylactic acid (PLA) Polyvinyl chloride (PVC)
1 H C|—|
0 -
0 Noh

i S In

Figura 3: Composicdo quimica de alguns dos plasticos citados ao longo do presente estudo. De ligacfes
éster tem-se polietileno tereftalato (PET), policaprolactona (PCL) e cido polilatico (PLA). De ligagGes de
carbono tem-se polietileno (PE), polipropileno (PP) e policloreto de vinila (PVC). Imagem adaptada de
Verschoor et al., 2022 (Toward Microbial Recycling and Upcycling of Plastics: Prospects and Challenges ©

2022 by Jo-Anne Verschoor, et al is licensed under CC BY 4.0)

A producdo, a utilizacdo e o descarte de residuos plasticos nem sempre foi alvo
de grandes preocupacfes. Em 1862, quando foi inventado a partir da celulose, o plastico
ndo recebeu tanta atencdo e, até meados do século XX, ocupava apenas um pequeno nicho
de mercado. Em 1911, surgiu o policloreto de vinila (PVC), que por ser produzido a partir

de um residuo da industria petroquimica comecou a ser amplamente utilizado,
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principalmente durante a Segunda Guerra Mundial, para revestir cabos de navios. Dessa
forma, relativamente pouco tempo (cerca de 85 anos) de uso intenso de plasticos ja foi
suficiente para causar danos crénicos em nosso ecossistema (Atlas do Plastico, 2020).

Hoje em dia, a producdo anual de plasticos é estimada em 350 milhdes de
toneladas em todo o mundo. Por conta de sua natureza recalcitrante, a degradacéo desse
material € dificil, resultando no seu acimulo no meio ambiente, fato que acarreta riscos
para a fauna e flora. Estima-se que apenas 9% dos plasticos descartados foram reciclados,
sendo a maioria descartada de forma inadequada em lixdes (Meijer et al., 2021; OECD,
2023; Howard et al., 2023). Esse nimero é baixo por uma série de motivos, sendo alguns
deles o fato de a reciclagem ser um processo custoso e que muitas vezes gera subprodutos
toxicos, o fato de que o plastico reciclado geralmente produz materiais de baixa qualidade
que acabam sendo preteridos no mercado e, muitas das vezes, o ritmo da producéo de
plésticos ndo € proporcional a suas taxas de reciclagem (Atlas do Plastico, 2020). Apenas
no Brasil, 3,86% do plastico descartado acabaram nos oceanos de um total de 3,86
milhdes de toneladas que foram descartadas de forma inadequada em 2019. (Meijer et al.,
2021; OECD, 2023).

Para além do descarte inadequado dos plasticos, que acabam chegando nos
oceanos, como citado anteriormente, € importante destacar a dindmica da rede global de
comercio de residuos plasticos. O pais principal importador de lixo plastico era a China,
que entre 1950 e 2017 importou 150 Mt de plastico (Pabortsava e Lampitt, 2020; Liu et
al., 2022). No entanto, em 2017, o pais resolveu diminuir drasticamente a sua importacdo
de plasticos, devido aos danos ambientais que estava enfrentando (Liu et al., 2022). As
novas rotas ainda apontam para paises asiaticos em desenvolvimento como receptores
desse lixo. Atualmente, algumas das rotas centrais de comércio sdo entre Estados Unidos
como exportador e Malasia e como importador (Liu et al., 2023). Em particular, a Malasia
foi o segundo pais que mais emitiu lixo plastico para os oceanos em 2019, ficando atras
somente da India (Meijer et al., 2021), ou seja, 0 pais ndo supriu a demanda de reciclar
todo o plastico que recebeu e chegou até a devolver cerca de 3 milhdes de toneladas de
lixo plastico para os paises de origem, dentre eles os Estados Unidos (RFI, 2020). Mesmo
que a intencdo seja comercializar os residuos plasticos para que eles possam ser
reciclados, os dados evidenciam que isso de fato ndo esta acontecendo (Meijer et al.,
2021; Liuetal., 2022; Liu et al., 2023). Afinal o que esta sendo comercializado: toneladas

de lixo plastico ou 0 peso dos impactos ambientais que eles carregam?
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Ademais, a pandemia de COVID-19 que assolou 0 mundo entre 2019 e 2022 foi
um agravante para o descarte inadequado de plasticos. Isso porque, varios equipamentos
médicos e de protecdo pessoal contém ou sdo feitos de plasticos, como mascaras
cirrgicas, luvas e embalagens de alcool em gel (Nanayakkara et al., 2024). Chowdhury
e colaboradores (2021) estimaram que o total de residuos plasticos gerados no Brasil,
provenientes somente do uso de mascaras, foi de cerca de 13 mil toneladas.

Esses polimeros podem ser degradados no ambiente, em um ritmo lento, por
fatores abioticos, como a luz ultravioleta (UV), ou bi6ticos, como microrganismos. O
tempo de meia-vida do PET em ambiente marinho influenciado por luz UV e calor é de
2,3 anos, enquanto a meia-vida do PEAD sob as mesmas condic¢des chega a 530 anos. No
entanto, vale lembrar que a meia-vida varia de acordo com a espessura do plastico e as
condicGes ambientais as quais eles sdo submetidos (Chamas et al., 2020). Ressalta-se
ainda que, ao iniciarem o processo de degradacéo, os plasticos se dividem em particulas
menores, 0s microplasticos, definidos como fragmentos menores que 5 mm, ou
nanoplasticos particulas menores que 1 nm, o que facilita sua disseminacdo (Kumar et
al., 2021; Zhao et al., 2022; Napper e Thompson, 2023; Belli et al., 2024). Por isso, 0s
detritos plasticos ndo estdo presentes apenas na agua, mas também na biota (peixes,
tartarugas, bivalves), sedimentos (praias e fundo oceénico) e até mesmo na atmosfera
(Van Cauwenberghe et al., 2015; Rezania et al., 2018; Ugwu, Herrera e Gémez, 2021;
Napper e Thompson, 2023).

Uma alternativa para lidar com a poluicdo por plasticos é a pirélise. Ela consiste
na degradacdo térmica de uma substancia organica a vacuo. A pirolise de residuos
plasticos envolve a conversdo dos mesmos em uma mistura de gases, 6leo e carvao, todos
com potencial para serem utilizados como produtos Uteis, como combustiveis ou para a
producdo de pavimento, por exemplo (Gopinath et al., 2020). Brevemente, a tecnologia
empregada envolve temperaturas que variam de 500 a 1.300 °C para derreter esses
residuos e gerar os produtos de interesse (Laghezza, Fiore e Berruti, 2024; Yek et al.,
2024). Porém, esse processo ndo é vantajoso por precisar de temperaturas altissimas e
liberar gases de efeito estufa, como o metano, o que faz com que seja necessario um
tratamento especifico para evitar a liberacdo desses gases, tornando-o mais caro. Para
minimizar verdadeiramente o impacto ambiental, esse processo ndo s6 deve ser capaz de
reduzir os residuos plasticos, mas também ndo criar consequéncias negativas indesejadas.
Logo, para que a pir6lise possa ser considerada como uma alternativa na reciclagem de

lixo plastico, ainda sdo necessarios avangos tecnologicos para fazer com que ela seja mais
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sustentavel e menos custosa. Assim, ressalta-se como € imprescindivel a busca continua
por alternativas mais sustentaveis para lidar com o “tsunami de plasticos” que afeta
notoriamente os ambientes marinhos (Gopinath et al., 2020).

Uma dessas solucbes para mitigar essa grande onda de poluicdo é a
biorremediagdo bacteriana. Visto que os préprios residuos plasticos presentes no meio
ambiente podem conter solugdes biotecnoldgicas que auxiliam na remediacdo desse
problema, como bactérias que produzem substancias de interesse para biorremediacao
ndo s6 de plasticos, como também de outros poluentes, como os efluentes oleosos
(Narayanan, Ali e EI-Sheekh, 2023). Além de ser possivel a monetizacao desse processo
de biorremediacdo, o tratamento dos plasticos e efluentes oleosos pode culminar na
geracéo de subprodutos de interesse industrial ao longo do processo. Por exemplo, alguns
subprodutos de interesse que podem ser obtidos a partir da biorremediacdo do PET sdo o
acido glicélico, com valor de mercado global de US$ 325 milh6es em 2022, amplamente
utilizado na industria de cosméticos, e o acido vanilinico, com valor de mercado global
de US$ 12,7 bilhdes em 2022, utilizado como aromatizante e flavorizante na indUstria
alimenticia. (Carniel et al., 2024). Um estudo de Sadler e Wallace (2021) conseguiu
converter acido tereftalico (composto do PET) diretamente em &cido vanilinico ao

modificar por meio de bioengenharia a bactéria Escherichia coli.

1.3. Plastisfera

A plastisfera € um nicho ecoldgico unico caracterizado por uma comunidade
dinamica de microrganismos compreendendo autotroficos, heterotroficos, predadores e
patdgenos que ocorre em uma superficie plastica, seja na &gua ou no solo (Tang, 2024).

No caso da EBJ, BG, esse nicho esta sob uma constante pressdo seletiva. A
pressdo seletiva se fez presente no estudo de Salinas e colaboradores (2023), que
inocularam uma amostra de solo com filmes de polietileno de baixa densidade linear por
trés meses e em seguida inocularam amostras desse solo em diferentes meios de cultivo,
também enriquecidos com polietileno de baixa densidade linear (em pd e em filme)
durante 90 dias, a fim de selecionar e caracterizar um consércio microbiano degradador
desse plastico. O consércio obtido do meio enriquecido com polietileno de baixa
densidade em p6 foi mais eficiente, reduzindo o peso dos microplasticos em até 5,5%.
Além disso, 0s autores afirmam que o microcosmo criado com o solo e os filmes plasticos
induziu uma pressao seletiva in vitro, favorecendo o fen6tipo daquelas bactérias capazes

de metabolizar o plastico (Henry et al., 2021).
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Li e colaboradores (2023), também demonstraram o efeito da pressédo seletiva na
presenca de plasticos. Ao adicionarem microplasticos de PET em uma composteira em
comparacdo com uma sem adicdo de pléasticos, foi observado que onde houve adicdo de
microplasticos, a comunidade bacteriana continha mais potenciais degradadores de
plastico, como Brevibacterium. E, portanto, concluiu-se que a adi¢do de plastico, ou seja,
uma mudanga ambiental que causa presséo seletiva, foi capaz de selecionar o microbioma
a nivel de género, destacando que a plastisfera pode acumular bactérias associadas a
degradacéo de plasticos.

Um estudo de Saleem e colaboradores (2023) analisou por metagenémica shotgun
bactérias degradadoras de plastico a partir de amostras da Praia de Cliffton no Paquisté&o,
um local conhecido pelo despejo de residuos. Como resultado, foi observado que 0s
géneros Bacillus, Streptomyces, Mycobacterium e Rugeria possuiam genes para a
producdo de biossurfactantes, além de possuirem natureza termofilica. J& os géneros
Clostridium, Enterococcus, Staphylococcus, dentre outros, possuiam genes de
biossurfactantes, além de apresentarem potencial de degradacdo de plasticos sintéticos.
Com destaque para Pseudomonas sp., que apresentou além da capacidade gendmica de
producdo de biossurfactante, natureza termofilica e potencial de degradacédo de plasticos
sintéticos. Assim, evidencia-se que a plastisfera marinha pode ser um repositorio de
substancias com potencial biotecnologico.

Em um estudo recente realizado com amostra de plastico coletadas na propria BG,
diversos géneros bacterianos apresentaram potencial enzimatico atrelado a degradacéo de
plasticos (por exemplo: esterases), com destaque para 0s géneros Vibrio e Aeromonas
(Canellas et al., 2023). Assim, ressalta-se a importancia de buscar solucGes

biotecnoldgicas de biorremediacdo nos préprios locais afetados pelo plastico.

1.4. Biorremediacgao

A biorremediacdo envolve o uso de agentes bioldgicos, como plantas e
microrganismos, para remover ou diminuir os efeitos de poluentes (Ayilara e Babalola,
2023). E considerada uma tecnologia mais eficiente, ecolégica e econdmica quando
comparada com alternativas sintéticas, visto que a remediacdo por meios sintéticos
precisa, em alguns casos, de equipamentos especificos, como no caso da proélise, que
exige temperaturas altas e tende a ser mais cara, mutas vezes por conta desses
equipamentos e, menos sustentavel, visto que os produtos sintéticos podem ser fonte de

novos poluentes (Sonune, 2021). Ainda, o proprio agente utilizado para a remediacao
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pode se tornar um novo poluente, como ocorre muitas vezes na remediacdo quimica
(Ayilara e Babalola., 2023). No espectro da biotecnologia, a biorremediagéo se enquadra
no grupo de “biotecnologia verde”, englobando também o tratamento de efluentes
contaminados, com 0leo, por exemplo (Orlandi et al., 2022).

Nesse sentido, 0s microrganismos se destacam na &rea de biorremediacéo, pois
podem converter elementos toxicos em agua, dioxido de carbono e outros compostos
menos toxicos, que sdo subsequentemente degradados por outros microrganismos. Isto é,
0 objetivo é converter residuos recalcitrantes em compostos menos toxicos e de menor
peso molecular, para que eles possam retornar aos ciclos biogeoquimicos e ndo
permanecerem poluindo o ambiente (Amobonye et al., 2021 Mahmoud, 2021; Kumar et
al., 2022). Além disso, os microrganismos sdo ubiquos na natureza, e utilizam uma ampla
gama de substratos, que podem ser os proprios poluentes, como fonte de carbono (Kour
etal., 2022). Ademais, eles sdo melhores opc¢des quando comparados com plantas, porque
crescem de maneira mais facil e rapida e sdo de manipulag&do menos complexa (Ayilara e
Babalola, 2023).

Os mecanismos de biorremediacdo microbiana séo diversos. Contudo, quando se
trata da biorremediacéo de plasticos, podemos dividi-los em quatro categorias principais:
biodeterioracdo, biofragmentacdo, assimilacdo e mineralizacdo. A biodeterioracdo é
causada por fatores fisico-quimicos associados a bactérias e ou tros microrganismos e
consiste na alteracdo superficial do polimero. Por exemplo, o processo de adesdo
bacteriano e a formacéo de biofilmes na superficie plastica pode ser suficiente para causar
essa degradacdo superficial, posteriormente a excrecdo de substancias extracelulares,
como surfactantes, podem auxiliar na troca entre fases hidrofobicas (polimero plastico) e
hidrofilicas (bactérias e substancias secretadas) (Lucas et al., 2008; Nauendorf et al.,
2016; Anjana et al., 2020; Amobonye et al., 2021). Nesse sentido, Gupta e Devi (2020),
observaram que uma cepa de Pseudomonas aeruginosa, ja presente na colecdo do
laboratério, foi capaz de crescer e manter biofilme ativo em polietileno de baixa
densidade durante dois meses, o que foi atribuido ao consumo de compostos de baixo
peso molecular do polimero pela bactéria.

Entdo, inicia-se a biofragmentacdo, que consiste em uma despolimerizacdo do
plastico ja biodeteriorado em unidades moleculares menores. Nessa etapa acontece a
queda do peso molecular do polimero e a oxidacdo (perda de elétrons) dessas moléculas
de peso molecular mais baixo. 1sso acontece devido a excre¢do de enzimas hidroliticas e

outros compostos, como amoénia e &cido citrico, que podem ajudar na oxidacdo do
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polimero (Jenkins et al., 2019; Krause et al., 2020; Amobonye et al., 2021). Gravouli e
colaboradores (2015) aplicaram transcriptomica e observaram que uma cepa de
Rhodococcus ruber foi capaz de degradar moléculas de baixo peso molecular
provenientes de polietileno. J& a assimilacdo consiste na internalizagdo dessas particulas
de peso molecular menor, provenientes dos processos de biodeterioracdo e
biofragmentacdo. Os mecanismos de assimilacdo bacteriana por moléculas plasticas ainda
ndo foram totalmente elucidados (Amobonye et al., 2021). Entretanto, sabe-se que o
processo envolve transporte ativo e passivo, assim como 0 processo de assimilacdo de
hidrocarbonetos (Shahnawaz, Sangale e Ade, 2019). Hosaka e colaboradores (2013)
elucidaram um transportador de membrana responsavel por internalizar acido tereftalico
(subproduto do PET) em Comamonas sp.

Uma vez dentro da celula bacteriana, a molécula derivada do plastico sofre
mineralizacdo. Esse processo consiste na etapa final, mediada por diferentes enzimas, que
transformam esses polimeros em produtos menos toxicos como gas carbdnico, nitrogénio
ou metano. O processo pode ocorrer de forma anaerdbica ou aerobica, e envolve enzimas
como esterases e lipases (Ho, Roberts e Lucas, 2018; Amobonye et al., 2021). A partir de
amostras de dgua do mar coletadas na China, Meng e colaboradores (2024) isolaram uma
estirpe do género Pseudalkalibacillus e elucidaram o seu possivel mecanismo de
degradacdo de filmes de PE por meio de sequenciamento genémico. O processo de
biodeterioracdo se inicia com peroxidases e lacases e conta com outras enzimas, Como as
esterases e lipases, até que o plastico, uma vez integro seja convertido em subprodutos
que sdo inseridos no ciclo do acido citrico, gerando como produto final gas carbdnico e
agua (Lv et al., 2024; Meng et al., 2024).

A éarea da biorremediacdo é extensa e amplamente estudada, até hoje sdo 13.528
patentes referentes a biorremediacdo, cerca de 7.245 associadas a biorremediacao
bacteriana e, 2.989 associadas a biorremediacdo bacteriana do plastico (Lens Patent
Search, 2024). Dentre algumas ferramentas de biorremediacdo mais estudadas se

encontram as enzimas e 0s agentes tensoativos.

1.4.1. Enzimas

As enzimas podem ser obtidas de origem bioldgica e, dentre suas varias
aplicagdes, podem ser utilizadas para biorremediagdo. Um grupo enzimético bastante
utilizado para esse fim sdo as esterases, porque quebram ligacOes éster presentes em

diferentes tipos de plastico, como o PET. Essas enzimas, de uma forma geral, catalisam
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reacOes de hidrolise, ou seja, catalisam a quebra de ligagdes covalentes concomitante com
a hidrélise de uma molécula de agua de diferentes substratos, como moléculas com
ligacGes do tipo éster. Em sua maioria, as carboxilesterases tem seu sitio catalitico
composto por uma triade dos seguintes aminoacidos: serina, acido aspartico ou &cido
glutdmico e histidina. Sendo a serina a maior responsavel pela hidrélise realizada por
essas enzimas (Johan et al., 2021).

A energia de ativacdo de uma reacdo quimica consiste na energia minima
necessaria para que ela possa acontecer. Quanto mais alta essa energia, maior a demanda
de energia da reacdo e o tempo da reacdo. Uma reacédo lenta ndo é benéfica tanto para os
seres vivos, quanto para a indUstria. Dessa forma, as enzimas desempenham um papel
essencial nos sistemas bioticos e abioticos, visto que agem diminuindo essa energia de
ativacdo e, consequentemente, acelerando processos quimicos (Krise, 2021). Exceto por
um pequeno grupo de moléculas cataliticas de RNA (ribozimas), todas as enzimas séo
proteinas (Scott, 2007).

Dentre as carboxilesterases, duas das enzimas de destaque sdo esterases (EC
3.1.1.1, hidrolases de éster carboxilico) e lipases (EC 3.1.1.3, hidrolases de
triacilglicerol). As esterases tendem a atuar em ésteres sollveis em agua e, em geral, de
cadeia curta e/ou ramificada; enquanto as lipases agem sobre triglicerideos e ésteres
apolares, em geral de cadeia mais longa e linear (Bracco et al., 2020). Vale ressaltar que
elas possuem algumas aplicacfes semelhantes, as duas possuem potencial biorremediador
de efluentes oleosos (Messias et al., 2011; Leite, 2021). Adicionalmente, as lipases
podem ser utilizadas para realcar propriedades organolépticas de alimentos (Messias et
al., 2011) e as esterases podem ajudar a desagregar biofilmes bacterianos (Leite, 2021).
Tem-se ainda um grupo de enzimas amplamente denominado como poliesterases. Este
grupo que ndo apresenta Enzyme Comission Number (EC), engloba lipases microbianas
(EC 3.1.1.3), esterases (EC 3.1.1.1) e cutinases (EC 3.1.1.74), bem como PETases (EC
3.1.1.101) e PHA despolimerases (EC 3.1.1.75 e EC 3.1.1.76) com potencial na catalise
da degradacdo de polimeros sintéticos ou naturais contendo ligacGes do tipo éster em suas
cadeias, exemplos incluem a cutina e o PET. (Gricajeva, Nadda e Gudiukaite, 2022). As
poliesterases sdo amplamente estudadas quanto ao seu potencial degradador de plasticos
(Molitor et al., 2020; Galarza—Verkovitch et al., 2023; Howard e McCarthy, 2023). A
capacidade da bactéria Rhodococcus pyridinivorans, proveniente de ambiente marinho,
de hidrolisar superficies plasticas foi atribuida a uma esterase (Guo et al., 2023). As

poliesterases também ja foram observadas em outras espécies bacterianas, como Bacillus
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pumilus, Pseudomonas spp., Sphingomonas spp., entre outras; sendo que todas essas
espécies podem ser encontradas em ambientes aquaticos (Saranya, Selvi e Sekaran, 2019;
Dave e Das, 2021; Gricajeva, Nadda e Gudiukaite, 2022; Ayilara e Babalola, 2023).

E importante ressaltar que o termo “poliesterase” foi estabelecido, provavelmente,
com o intuito de facilitar as pesquisas e discussdes sobre a biodegradacao de plasticos.
Isso porque, as enzimas ali presentes, apesar de serem classificadas como hidrolases de
éster carboxilico, existem diferencas entres seus substratos, indicados pelo 4° numero EC.
Portanto, apesar de apresentarem semelhancas e por isso pertencerem ao grupo das
poliesterases, é preciso ter atencdo tanto para que a bioprospecc¢do seja realizada com o
substrato indicado para cada uma dessas enzimas e para a utilizagcdo do termo de forma
correta.

Entre as estratégias de triagem da priducdo de esterases, lipases e o grupo das
poliesterases, pode-se ressaltar o uso de meios de cultivo acrescidos dos respectivos
substratos de interesse (Lopes, 2020) (Quadro 1). Diferentemente da triagem de esterases
e lipases, a busca por poliesterases € um campo relativamente novo de pesquisa e
diferentes substratos podem ser empregados para tal finalidade. A tributirina
(triglicerideo composto por trés moléculas de butirato) € uma boa opcao para uma triagem
da producéo de lipases (pertencentes ao grupo das poliesterases), assim como 0 Tween
80 (Quadro 1), visto que ela € um composto relativamente barato que é degradado por
essas enzimas (Molitor et al., 2020).

A PCL ¢ considerada um modelo de substrato de alto rendimento proveniente do
petréleo, amplamente utilizado para triagem de potencial de degradacdo de plasticos a
base de poliésteres (Howard et al., 2023). E tida como uma das melhores estratégias para
a bioprospeccdo desse potencial devido a sua estrutura semicristalina e a semelhanca de
suas propriedades fisicas e quimicas com o PET (Galarza—Verkovitch et al., 2023).
Assim, o0 uso de tributirina e da PCL prové uma triagem relativamente simples para
delinear bactérias com potencial degradador de plasticos (Molitor et al., 2020). Além
disso, o PCL € um exemplo de substrato que pode detectar mais de uma enzima dentro

do grupo das poliesterases, como a cutinase (Carr et al., 2022).
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Quadro 1: Substratos utilizados para a bioprospeccao de enzimas que atuam em poliésteres.

Substrato

Definicéo

Finalidade
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o\/\);o/\/\/\/\/\
o) OH
o/\)x
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z y
wx+y+z =20

CsgH114026; Tween 20

Detergente ndo inico.
Ester de cadeia curta

E um dos substratos para a enzima
esterase, por isso é utilizado para
detecta-la in vitro
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wHx+y+z =20
Cs4H124026: Tween 80

Detergente ndo idnico.
Ester de cadeia longa

E um dos substratos para a enzima
lipase, por isso é utilizado para
detecta-la in vitro

o o
HyC o/\'/\o)J\/\
HSC\/\I(O

o

C15H260e6: Tributirina

Triglicerideo composto
por trés moléculas de
butirato

E um substrato para triagem
inicial de poliesterases e de lipase

At

(CeH1002)n; Policaprolactona

Plastico alifatico
biodegradavel

Padrao ouro para triar
poliesterases, devido a sua
estrutura semicristalina e a

semelhanca de suas propriedades
fisicas e quimicas com o PET

Dados adaptados de Molitor et al., 2020; Sigma-Aldrich, 2020; Roberts et al., 2020 (autoriza¢do no Anexo
I1); Galarza—Verkovitch et al., 2023; Howard e McCarthy, 2023; BRENDA Enzyme Database, 2024.

1.4.2. Biossurfactantes e bioemulsificantes

Surfactantes sdo, por definicdo, substancias capazes de alterar a tenséo superficial

de um liquido. Os biossurfactantes e bioemulsificantes, chamados “surfactantes

microbianos”, s3o moléculas anfifilicas, ou seja, tem uma parte hidrofilica, que pode ser

composta por agucares, grupos acidos ou proteicos e, outra hidrofobica, que pode ser

composta por &cidos graxos, com variacbes em seu comprimento e suas ramificacdes.

Esses “surfactantes microbianos”

podem ser

produzidos por uma gama de

microrganismos, além de serem opg¢Oes mais sustentaveis do que suas alternativas

sintéticas devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade
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(Uzoigwe et al., 2015; Adetunji e Olaniran, 2021; Muriel-Millan, Millan-Lo6pez e Pardo-
Lépez, 2021).

Apesar do nome “‘surfactantes microbianos” sugerir que essas duas substancias
(biossurfactante e bioemulsificante) tem a capacidade de alterar a tenséo superficial de
um liquido, somente os biossurfactantes possuem tal propriedade (Uzoigwe et al., 2015).
Além disso, biossurfactantes possuem uma massa molecular mais baixa e consistem
majoritariamente de agucares, aminoécidos, acidos graxos e grupos funcionais. Enquanto
os bioemulsificantes tém uma massa molecular maior e sdo misturas complexas de
heteropolissacarideos, lipopolissacarideos, lipoproteinas e proteinas (Quadro 2)
(Uzoigwe et al, 2015). Biossurfactantes e bioemulsificantes apresentam aplicagdes ndo
somente na biorremediacdo, mas também como agentes antimicrobianos e antibiofilme
(Uzoigwe et al, 2015; Freitas-Silva et al., 2023; Canellas et al., 2023; Dias et al., 2024).
Quadro 2: Diferencas principais entre biossurfactantes e bioemulsificantes.

Biossurfactantes Bioemulsificantes
| massa molecular 1 massa molecular
Acucares, aminoacidos, acidos Misturas de heteropolissacarideos,
graxos e grupos funcionais lipopolissacarideos, lipoproteinas e proteinas
Capazes de reduzir tensao Eficazes somente para formar emulsdes
superficial e formar emulséo

Dados adaptados de Uzoigwe et al., 2015.

No campo da biorremediacdo, eles podem ser usados para aumentar a
biodisponibilidade de substratos hidrofébicos para microrganismos, como poluentes
oleosos, facilitando sua biodegradacdo (Damasceno, Cammarota e Freire, 2012;
Olkowska, Polkowska, Namie$nik, 2012). Eles também podem ser utilizados na
biorremediacdo de metais pesados, como o cadmio (Swarnkar, Agrawal e Tomar, 2012;
Santos et al., 2016; Adetunji e Olaniran, 2021).

Alguns biossurfactantes e bioemulsificantes sdo mais estudados. Os
ramnolipideos (biossurfactante; glicolipideo composto por uma ou duas moléculas de
ramnose — parte hidrofilica — ligadas a cadeias de &cidos graxos — parte hidrofébica), sdo
produzidos principalmente por Pseudomonas spp. (Gaur e Manickam, 2021). Ja os
bioemulsificantes s&o comumente produzidos por Acinetobacter sp. Sendo um deles o

Emulsan, composto de acidos graxos e monémeros de trissacarideo, sendo os acidos
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graxos hidrofébicos e a parte composta de sacarideo - hidrofilica (D’Almeida et al.,
2024).

Canellas e colaboradores (2023) isolaram bactérias com potencial
bioemulsificante da plastisfera da EBJ, BG. Dentre as espécies produtoras de
bioemulsificantes estdo Vibrio fluvialis e Acinetobacter johnsonii, ilustrando que
ambientes poluidos, ou o préprio poluente, nesse caso o lixo plastico, podem ser uma
fonte de solugBes biotecnolégicas no ambito da biorremediacdo. Ravindran e
colaboradores (2020) isolaram uma estirpe de Bacillus sp. proveniente de uma esponja
marinha da Baja de Palk na india. Essa estirpe produziu um biossurfactante anidnico
composto de lipopeptideo que foi capaz de biorremediar efetivamente chumbo e cadmio
in vitro.

Vale ressaltar que ainda é bem raro na literatura relatos sobre a bioprospeccéo de
“surfactantes microbianos” oriundos de plastisfera marinha. Assim, esse trabalho

contribui para preencher esta lacuna do conhecimento.

2. Justificativa

Tendo em vista a importancia social, historica e econémica da BG, a qual tem um
papel essencial para a identidade da cidade do Rio de Janeiro, fica evidente a necessidade
de maior atencédo para a poluicdo que a afeta. Visto que as bactérias desse estuario estdo
sob constante pressdo seletiva devido a poluicdo ambiental, o estudo desses
microrganismos apresenta-se como uma estratégia relevante para a investigacdo de novas
solucdes biotecnologicas para este problema. Ainda assim, poucos estudos foram
dedicados a caracterizacdo das comunidades bacterianas locais e, consequentemente,
poucas informacdes estdo disponiveis acerca da composicdo de suas comunidades
bacterianas, especialmente no que se refere a caracterizacdo de seu potencial
biotecnologico. Especificamente, ainda € incipiente o conhecimento sobre as
comunidades microbianas em residuos plasticos (plastisfera) da BG, um dos principais
poluentes encontrados naquelas aguas. Nesse sentido, cada vez mais trabalhos na
literatura se dedicam a exploracédo de diferentes temas relacionados a plastisfera ao redor
do mundo, o que mostra a pertinéncia do assunto.

Uma das solucdes biotecnoldgicas, a biorremediacdo, é vantajosa em termos de
sustentabilidade, porque os produtos de origem microbiana tendem a impactar menos o
meio ambiente quando comparados a alternativas sintéticas. Além do mais, 0s

microrganismos aplicaveis em processo de biorremediacdo sdo uma fonte potencialmente
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mais barata para a recuperacéo de areas afetadas. Dentre as estratégias mais estudadas,
estdo o emprego de enzimas, biossurfactantes e bioemulsificantes. Atualmente, a
comercializacdo destes produtos é cada vez mais valorizada (Carniel et al., 2024), o que
reflete o crescente nimero de patentes depositadas no setor de enzimas e substancias
tensoativas. Com isso, o projeto interdisciplinar “Orla sem Lixo” da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ), no qual esté inserido o presente estudo, visa procurar solucdes
inovadoras para amenizar a poluicdo por residuos sélidos na Enseada de Bom Jesus
(EBJ), llha do Funddo, Baia de Guanabara, RJ. Além desse exemplo de esforgo
localizado, estamos vivendo a “Década das Nagdes Unidas de Ciéncia Oceénica para o
Desenvolvimento Sustentavel” que foi declarada pela Organizacdo das Nagbes Unidas
(ONU) e abrange o periodo entre 2021 e 2030, sendo um esfor¢o global para evidenciar
0S 0ceanos como agentes importantes para a garantia de um futuro mais sustentavel
(Ciéncia No Mar - MCTI, 2020).

Este projeto também esté alinhado com alguns dos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) da ONU. Sendo ¢les “Industria, Inovagao e Infraestrutura” (ODS 9),
“Cidades e Comunidades Sustentaveis” (ODS 11), “Consumo e Produ¢ao Responsaveis”
(ODS 12) e “Vida na agua” (ODS 14). Esses objetivos séo parte de um apelo global a
acdo para acabar com a pobreza, proteger o meio ambiente e o clima e garantir que as
pessoas, em todos os lugares, possam desfrutar de paz e de prosperidade (Nac¢des Unidas
Brasil, 2024).

Assim, o presente estudo se propde a investigar o potencial biotecnoldgico de
bactérias associadas a plasticos coletados na Enseada de Bom Jesus (EBJ), localizada na
BG, com foco na producdo de enzimas, mais especificamente esterases e lipases, e a
producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes, complementando os dados previamente
publicados pelo grupo de pesquisa (Canellas et al., 2023). Dessa forma, este projeto pode
contribuir ndo somente para o inicio do desenvolvimento de novos produtos e processos,
mas também para transmitir esse conhecimento para a populacdo da regido que utiliza a
BG como local de pesca para a sua subsisténcia e como espaco de lazer. Além disso, este
estudo se apresenta como um dos pioneiros na caracterizacdo da plastisfera do Brasil,

dessa forma abrindo caminho para futuros estudos acerca da plastisfera da costa brasileira.

3. Objetivos
3.1 Objetivo geral
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Este estudo visa analisar a producdo de hidrolases (esterases, lipases e
poliesterases) e substancias tensoativas por bactérias isoladas de plasticos coletados na
Enseada de Bom Jesus, Ilha do Funddo, Rio de Janeiro (RJ — Brasil), ao longo de um
periodo de seis meses.

3.2 Objetivos Especificos

(i) Isolar e identificar bactérias associadas aos residuos plasticos coletados na

superficie da agua e na areia da orla da Enseada de Bom Jesus, Ilha do Fundao;

(i) Realizar a triagem inicial de producao de esterases, e a seguir, testar as estirpes
bacterianas positivas para a producéo de lipases, bioemulsificantes e biossurfactantes;

(iii) Padronizar meios de cultivo contendo tributirina e policaprolactona para a
triagem de poliesterases com potencial biodegradador de plastico;

(iv) Verificar a estabilidade da atividade de poliesterase frente a diferentes faixas
de pH e temperatura;

(v) Avaliar a potencial degradacdo de diferentes tipos de plasticos utilizando um

consorcio bacteriano.

4. Materiais e Métodos

4.1. Coleta das amostras plasticas

Para a realizacdo deste estudo foram realizadas trés coletas das amostras de lixo
plastico ao longo de seis meses no ano de 2022 na Enseada de Bom Jesus (EBJ), na Ilha
do Funddo, BG, Rio de Janeiro. As coletas de plasticos foram realizadas da seguinte
maneira: a primeira foi conduzida na areia da orla da “prainha” na EBJ (05/06/22) e a
segunda (28/08/22) e a terceira (29/11/22) foram realizadas nas aguas da enseada com o
auxilio do barco do Projeto OSL. A partir dessas expedicdes, resultou-se na coleta de
plasticos flutuantes de quatro pontos distintos da EBJ (ponto 1: 22°51°50.9”°S,
43°12°36.4°0; ponto 2: 22°51°42.9’S, 43°12°50.8”°0; ponto 3: 22°51°53.3"’S,
43°12°50.3°°0; e ponto 4: 22°51°59.4”°S, 43°12°42.3”°0) (Figura 4). Apos a coleta das
amostras de plasticas, o seguinte desenho experimental descrito na Figura 5 foi realizado

ao longo deste projeto.
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Figura 4: Pontos de coleta de plastico flutuante na Enseada de Bom Jesus (EBJ), Ilha do Fundéo, Rio de
Janeiro. A: Mapa do Brasil, destacando o Rio de Janeiro. B: EBJ, com os pontos de coleta de amostras
plasticas indicados (Autorizacdo do uso de imagem no Anexo ).
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Figura 5: Desenho experimental do estudo. FTIR: Infravermelho por Transformada de Fourier; LB: Luria
Bertani; MC: MacConkey; R2A: Reasoner's 2A; MALDI-TOF MS: do inglés Matrix Assisted Laser
Desorption lonization - Time of Flight
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4.2. ldentificacdo das amostras plasticas

Os plasticos coletados foram inicialmente identificados e catalogados quanto a
sua procedéncia (exemplo: distincdo de sacolas, copos e embalagens). Além disso, estas
amostras foram identificadas por meio de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR; modelo iS250; Thermo Scientific; software OMINIC) em colaboracdo com o
Laboratério de Estudos Ambientais com Microplasticos (LABEAMP) do Departamento
de Geoquimica da Universidade Federal Fluminense (UFF), coordenado pelo Prof. Dr.
Wilson Thadeu Valle Machado. Esse método utiliza a radiacdo infravermelho para
identificar um composto ou investigar sua composi¢cdo quimica, e 0s espectros gerados
serdo analisados frente a uma biblioteca de dados de referéncia; a luz infravermelha é
absorvida pela amostra em frequéncias especificas, que estdo relacionadas com as
vibrac6es dos grupos funcionais da molécula, com isso o resultado é um espectro que
funciona como uma "impressdo digital molecular” da amostra, permitindo a sua

identificacdo (Cowger et al., 2021).

4.3. Isolamento das bactérias

Duas abordagens de isolamento da plastisfera foram usadas, de acordo com Rasool
e colaboradores (2021), com modificacdes: (1) pedagos (2 x 2 cm?) de cada amostra foram
cortados e transferidos para diferentes tubos contendo 5 mL de solucdo salina (NaCl
0,85%, m/v) estéril. Entdo, cada tubo foi agitado vigorosamente, em vortex, por 5 min
para desprender as bactérias aderidas ao plastico. Posteriormente, uma aliquota de 100
uL da solugao foi semeada em meio de cultura Luria Bertani (LB - Kasvi, Espanha),
MacConkey (MC - Sigma-Aldrich, Alemanha) e R2A (Reasoner's 2A - Difco, Franca),
em triplicata, para o isolamento bacteriano; (2) uma outra estratégia foi conduzida por
meio da passagem de swab estéril diretamente na superficie plastica e, depois, 0 material
foi semeado nos meios de cultura LB, R2A e MC. Também foi feito um meio minimo
(MM; %m/v: NaCl 1,0, Na:HPO; 0,5, KH2POs4 0,2, MgSOs 0,02, (NH4)2SO4
0,1) experimental suplementado com PVC em pé (0,1%, m/v).

As culturas foram incubadas a 27 °C por 24 h e a selecdo de coldnias foi realizada
apos esse tempo. Para cada morfotipo colonial, duas a trés unidades formadoras de
colénia (UFC) foram selecionadas, purificadas e estocadas em caldo LB acrescido de
glicerol (30%) a -20 °C.
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4.4. ldentificacéo das estirpes isoladas por MALDI-TOF MS

As estirpes isoladas foram identificadas por espectrometria de massa MALDI-TOF
(do inglés, Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time of Flight). Para
identificacdo bacteriana no equipamento espectrometro de massas MicroflexL T (Bruker
Daltonics, Alemanha), col6nias purificadas das bactérias isoladas crescidas por 24 h a 27
°C em agar LB foram transferidas, em duplicata, para os espacos delimitados na placa de
aco polida (96 MSP, Bruker Daltonics®, Billerica, EUA) com uma haste de madeira
estéril. Uma vez nesta placa, 1 pL de acido férmico (70%) foi colocado sobre as colénias
presentes em cada espago. Apds a secagem sob temperatura ambiente, foram adicionados
1,5 puL de solu¢do de matriz (acido a-ciano-4-hidroxicinamico diluido em acetonitrila
50% e acido trifluoracético 2,5%, Sigma-Aldrich®) e, novamente a placa foi seca a
temperatura ambiente. Entdo, a placa foi levada ao equipamento para que ocorresse a
identificacdo das estirpes a partir de valores de scores (Quadro 3) que, por sua vez, foram
adotados para identificacdo das bactérias quanto ao género e/ou espécie de acordo com
uma comparacdo com o banco de dados de peptideos do equipamento. Os espectros
detectados foram processados pelo software Biotyper versdo 4.1.100 (Bruker
Daltonics®), no modo operacional padrdo. Como calibrador e controle para este método

foi utilizada, em cada placa, a estirpe Escherichia coli ATCC 25922 em duplicata.

Quadro 3: Nivel de confianca da identificacdo de acordo com os scores apresentados no
MALDI-TOF MS.

Scores* Identificacao
2,300 ... 3,000 Altamente provavel para espécie
2,000 ... 2,299 Segura para género, provavel para espécie
1,700 ... 1,999 Provavel para género
0,000 ... 1,699 Néo confiavel

* Valores considerados de acordo com as diretrizes do fabricante (Bruker Daltonics®).

4.5. Triagem enzimatica: esterase e lipase

As bactérias foram cultivadas em 3 mL de caldo LB e incubadas por 48 ha 27 °C,

sem agitagéo. Para a triagem enzimatica, 20 pL das culturas das estirpes crescidas foram
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inoculadas de forma puntiforme no meio &gar de Sierra (m/v: peptona 10,0; NaCl 5,0;
CaCl; H20 0,1; 4gar 15,0) com adi¢do dos substratos Tween 20 para esterase ou Tween
80 para lipase, ambos a uma concentracdo de 1% (v/v), apos esterilizacdo do meio de
Sierra (Sierra, 1957). Tanto o Tween 20 quanto o 80 séo detergentes ndo idnicos e séo
substratos de esterase e lipase, respectivamente, por isso sdo utilizados para ensaios in
vitro para deteccdo de esterases e lipases (Sigma-Aldrich, 2024; BRENDA Enzyme
Database, 2024). A interpretacdo dos resultados ocorreu pela avaliagdo de um halo de
precipitacdo ao redor da col6nia apo6s incubagdo a 27 °C por 48 h (Sierra, 1975). O indice
Enzimatico (IE) foi calculado através da razdo entre o tamanho (mm) do halo e da
coldnia, no qual um valor de IE > 2,0 indica que a estirpe pode ser produtora da enzima

(Hankin e Anagnostakis, 1975) (Figura 6).

Vale ressaltar que a triagem para esterases serviu como critério de selecdo para os
demais testes deste estudo, ou seja, apenas aquelas estirpes que apresentaram potencial
positivo quanto a produgdo de esterases (IE > 2,0) foram testadas para producédo de

lipases, biossurfactantes e bioemulsificantes e poliesterases.
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Figura 6: Etapas da triagem enzimética para deteccdo de esterases e lipases produzidas pelas estirpes
bacterianas isoladas a partir da plastisfera da EBJ.

4.6. Triagem para producdo de bioemulsificantes

A producdo de bioemulsificantes foi investigada dentre as estirpes bacterianas
potenciais produtoras de esterase, de acordo com Cooper e Goldenberg (1987) com
modificagcOes. Para isso, as bactérias consideradas positivas no teste de esterase foram

cultivadas em meio minimo (MM) e LB a 27 °C por 48 h. O sobrenadante livre de células
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de cada cultura, obtido por centrifugacéo (21.000 x g/4 °C/15 min), e 6éleo mineral foram
adicionados (1:1) a um tubo de vidro, seguido de agitacdo vigorosa em vortex por 2 min.
As misturas foram mantidas em repouso a 25 °C por 24 h. O indice de Emulsificacdo em
24 h (E24) foi calculado pela razéo entre a altura da camada de emulséo e a altura total
da solucéo, multiplicado por 100. Foi utilizado SDS 10% (m/v) como controle positivo
e meio de cultura LB ou MM estéril como controle negativo. As estirpes com E24> 25%

foram consideradas positivas.

4.7. Triagem para produgdo biossurfactantes

O teste qualitativo do colapso da gota avalia a presenca de substancias tensoativas
(biossurfactantes) nas estirpes analisadas, e foi feito conforme descrito previamente, com
adaptacOes (Jain et al., 1991). Brevemente, esse teste consiste em adicionar uma gota de
6leo mineral (2 pL) em uma superficie de poliestireno. Em seguida, a superficie & mantida
em repouso por 1 h a 37 °C, para o assentamento do 0leo. Ent&o, 5 pL do sobrenadante
livre de células de cada estirpe crescida, obtido por centrifugacdo conforme descrito no
item 4.6, sdo aplicados sobre a superficie do 6leo. O formato da gota foi observado apos
1 min. O achatamento da gota de dleo indicou um resultado positivo. O controle positivo

foi SDS 10% e o negativo foi 0 meio de cultura LB ou MM estéril.

4.8. Padronizacéo de meios de cultura para triagem da producéo de poliesterases
Com o objetivo de padronizar meios de cultura para a triagem da producéo de
poliesterases, dois substratos distintos foram testados: tributirina (Sigma-Aldrich,
Alemanha) e policaprolactona (Sigma-Aldrich, Alemanha) para todas as estirpes
bacterianas que foram consideradas esterase-positivas no ensaio onde o meio foi

suplementado com Tween 20.

4.8.1 Substrato enzimatico: tributirina (TBT)

Para a triagem de poliesterases, um meio de cultura contendo tributirina
(triglicerideo composto por trés moléculas de butirato) como substrato foi testado
(Molitor et al., 2020, com modifica¢6es). Brevemente, preparou-se o dgar LB ou 0 MM
e, em seguida, foi adicionada a tributirina na concentracdo de 1% (v/v). Entdo, 0s meios
foram agitados, autoclavados e vertidos em placas de Petri estéreis. A seguir, as estirpes

foram inoculadas (20 uL) de maneira puntiforme no meio suplementado com tributirina
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e incubadas a 27 °C por até 7 dias. Um resultado positivo se caracterizou pela ocorréncia
de um halo claro de degradagéo do substrato ao redor da col6nia.

4.8.2 Substrato enzimético: policaprolactona (PCL)

Adicionalmente, um outro meio foi testado para a producdo de poliesterases, no
qual o meio minimo autoclavado foi suplementado com uma solucéo de PCL 1% (m/v)
preparada por meio da dissolucéo de beads de PCL em acetona (Merck, Alemanha). Apés
adicionar a solucdo de PCL-acetona ao meio de cultura autoclavado, este foi
homogeneizado e vertido em placas de Petri estéreis (Figura 7).

As estirpes positivas para esterases foram inoculadas (20 puL) de forma puntiforme
na superficie do dgar com PCL e as placas foram incubadas a 27 °C por até 7 dias. Um
resultado positivo foi caracterizado com a formagéo de halos de degradacdo da PCL,
caracterizados pela formacédo de halos de degradacéo da PCL, marcados por uma cor mais

clara ao redor da col6nia bacteriana em relagdo ao meio de cultura.
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Figura 7: Esquema do preparo do meio minimo (MM) com PCL (1%).

4.9. Investigacdo da atividade enzimatica no sobrenadante livre de células e
atividade enzimatica e caracterizacéo frente a diferentes faixas de temperatura e pH

As estirpes que apresentaram maiores halos de degradacdo no meio minimo
suplementado com PCL (IE > 2,0) nos testes de triagem foram selecionadas e avaliadas
quanto a secrecdo da enzima para 0 meio extracelular. Para isso, o sobrenadante livre de
celulas de cada cultura foi obtido por meio de centrifugacéo a 21.000 xg a 4°C por 15 min

e filtrado em membranas de nitrocelulose com porosidade de 0,45 um (Biofil, China),
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para minimizar a presenca de células. Entdo, uma aliquota de 20 uL do sobrenadante
filtrado foi aplicada em meio minimo com PCL 1% e a formacéo de halos de degradacéo
foi monitorada ao longo de uma semana.

Uma vez confirmada a atividade enzimética nos sobrenadantes livres de células,
estes foram submetidos a diferentes faixas de temperatura (40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C,
60 °C e 65 °C durante 20 min), assim como a diferentes faixas de pH (5 a 11), que foi
ajustado com NaOH (1M) ou HCI (1M) (Howard e McCarthy, 2023). A partir disso, uma
aliquota de 20 uL do sobrenadante filtrado e tratado foi inoculado em meio minimo com
PCL e a formacdo de halos de degradacéo foi monitorada ao longo de uma semana. Como
controle positivo foi adicionado o sobrenadante livre de células sem tratamento tanto

quanto as diferentes faixas de temperatura quanto de pH.

4.10 Avaliagéo da atividade com sobrenadante liofilizado, filtrado e concentrado
Os sobrenadantes livres de células das estirpes que se destacaram na triagem em
meio minimo com PCL foram obtidos conforme o item 4.9. Depois, foram congelados a
-20°C por 24 horas. Uma vez congelados, os sobrenadantes foram submetidos a
liofilizagdo. Apos a liofilizagdo, as amostras foram solubilizadas em &gua livre de
nucleases e filtradas em filtros de polietersulfona de 0,22 um (Biofil, China) para garantir
a auséncia de células. E valido salientar que a porcdo que foi ressuspendida em 500 pL
de &gua deionizada foi pesada para que a concentracdo das amostras pudesse ser
calculada. As amostras também foram concentradas em filtros de celulose de 3 kDa
(Amicon, EUA), obtendo-se, assim, um “extrato bruto”. Para avaliar a atividade
enzimatica, aliquotas de 20 puL dos extratos brutos foram aplicadas em MM com PCL,
juntamente de as aliquotas do sobrenadante somente apos liofilizacdo e do sobrenadante
apos liofilizacao e filtragao a 0,22 um. A formacdo de halos de degradacdo foi monitorada

ao longo de uma semana

4.11 Avaliacdo da atividade no sobrenadante apds precipitacédo das proteinas com
sulfato de amonio

As estirpes que apresentaram os maiores halos de degradacdo do PCL no agar
MM foram cultivadas em 40 mL de meio LB por 48 h a 27 °C. Em seguida, 0s
sobrenadantes livres de células das culturas das estirpes selecionadas foram transferidos
(40 mL) para tubos estéreis e foi adicionado sulfato de aménio (Reagen, Brasil) a uma

concentracdo final de 40% ou 60%, seguido de agitacdo (Chua et al., 2013). Depois,
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foram mantidos a 4 °C por 18 horas para que ocorresse a precipitacdo proteica. Entéo, as
amostras foram centrifugadas novamente sob as mesmas condicGes, exceto pela
temperatura, que foi de 25°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento contendo as
proteinas precipitadas foi solubilizado em &gua deionizada previamente autoclavada. O
material ressuspendido (denominado aqui de “precipitado”) foi aplicado de forma
puntiforme (20 pL) em meio minimo com PCL e acompanhado durante uma semana para
avaliar a permanéncia de atividade enzimatica pds-precipitagdo proteica.

A solucdo contendo o precipitado proteico foi, também, concentrada tanto em
filtros de 3 kDa quanto de 50 kDa (Amicon, EUA), de acordo com as especificacdes do
fabricante. Tanto a por¢do maior (retirada na membrana) quanto a menor que 3 e 50 kDa
foram aplicados de forma puntiforme (20 uL) em MM com PCL e acompanhados durante
uma semana, a fim de inferir qual porcéo continha a proteina responsavel pela atividade

enzimatica observada em meio solido.

4.12 Eletroforese em gel de poliacrilamida sem condi¢Ges desnaturantes

Para a realizacdo da eletroforese, o gel de poliacrilamida foi feito segundo
descrito por Laemmli (1970), com modificacbes, constando de um sistema
vertical e descontinuo. Foi preparado um gel de poliacrilamida 7,5% [44,9% (v/v)
tampao 0,5M pH 8,8; 38,9% (v/v) acrilamida-bis-acrilamida; 15% (v/v) glicerol; 1% (v/v)
persulfato de amonio 10%; 0,1% (v/v) tetrametil etileno diamina]. O gel foi colocado em
um molde de vidro para eletroforese, que comporta 9 pocos (BioRad, EUA).

A seguir, foi adicionado o stacking gel sobre o gel de poliacrilamida polimerizado
que foi constituido por 56,9% (v/v) de agua deionizada; 25,2% (v/v) de tampao Tris-HCI
0,5M pH6,8; 16,7% (v/v) de Acrilamida-Bis-acrilamida; 1% (v/v) de persulfato de
amonio 10%; 0,1% (v/v) de tetrametil etileno diamina. Depois, os precipitados proteicos
gue mantiveram sua atividade foram preparados (3:1 de tampdo ndo desnaturante) e
aplicadas, de forma espelhada e em duplicata, nos respectivos pocos do stacking gel ja
polimerizado.

Primeiramente, as amostras foram submetidas a eletroforese em uma corrente de
10 mA, por cerca de 30 minutos até que as proteinas chegassem ao final do stacking gel,
para permitir que todas entrassem no gel de poliacrilamida ao mesmo tempo.
Posteriormente, a eletroforese ocorreu a 20 mA por cerca de 1 hora. Ao final da
eletroforese, o gel foi cortado na metade, preservando as amostras. Uma metade foi

reservada em tampao Tris 20 mM pH 8 para que seja feito 0 zimograma e a outra foi
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corada. As amostras foram aplicadas no gel para que as duas metades contivessem as
mesmas amostras nas mesmas posicdes.

Para corar o gel e visualizar as proteinas, este foi mantido em solucéo corante de
azul de Coomassie (USB Corporation, EUA) (0,125% de “coomassie brilliant blue” R-
250; 50% (v/v) de metanol; 10% (v/v) de acido acético) por cerca de 2 horas. A solugdo
corante foi, entdo, descartada, e foi adicionada a solucdo descorante | [50% (v/v) de
metanol e 10% (v/v) de acido acético] por cerca de 3 horas. Apds esse tempo de
incubagéo, foi adicionada a solugdo descorante Il, que possui 0S mesmos reagentes da
solugdo I, na concentracdo de 5 e 7%, respectivamente overnight. Por fim, o gel foi
analisado com um transiluminador de luz branca e fotografado. Vale ressaltar que ndo
foram utilizados marcadores de tamanho nesta eletroforese, porque foi necesséria a

auséncia de condigdes desnaturantes para que o zimograma pudesse ser realizado.

4.13 Zimograma

O gel contendo as amostras de interesse foi reservado overnight em tampéo Tris
20 mM e pH 8. Para realizar o zimograma, o gel foi retirado do tampéo e colocado sobre
uma placa contendo de meio minimo com PCL. Em seguida, verteu-se 15 mL de meio
minimo com PCL sobre o gel. A placa foi mantida a 28 °C por 24 horas e inspecionada
em busca de zonas mais claras sugestivas de degradacdo do substrato. Para fins de
comparacdo e estimativa da fracdo proteica responsavel pela atividade, comparou-se o

zimograma ao gel corado com azul de Coomassie (Chua et al., 2013).

4.14 Ensaio em microcosmos com consércio de bactérias potenciais
degradadoras de plastico

Foi feito um teste de antagonismo prévio ao indculo, a fim de garantir que as
estirpes selecionadas ndo iriam inibir uma a outra durante o crescimento. Esse teste foi
feito a partir da semeadura de cada bactéria utilizada (a uma escala de 0,5 McFarland)
com auxilio de um swab em placas contendo meio LB. Depois, as demais estirpes foram
inoculadas de forma puntiforme (spots de 20 pL). Entdo, as culturas foram incubadas a
27 °C por 24 h. Quando ndo houve a formacdo de halo ao redor dos spots significou que
as bactérias ali presentes ndo se inibiam (Nunes et al., 2021).

Além disso, todos os plasticos foram previamente pesados em balanca analitica

(UniBloc ATX224, Shimadzu) antes de serem introduzidos nos meio microcosmos.
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Aquelas estirpes que se destacaram por sua atividade de poliesterase em meio
minimo suplementado com PCL foram inoculadas juntas (250 pL de cada uma ajustadas
a uma escala 0,5 McFarland, que corresponde a 1,5 x 108 UFC/mL de células) em 25 mL
de meio minimo liquido suplementado com diferentes tipos de plastico. Entre os plasticos
selecionados, foram incluidos: polipropileno (PP, obtido a partir de copos, cortadas em
pedacos de 2x2 cm), polietileno de alta densidade (PEAD, em beads e em forma de sacola
plastica, cortadas em pedacos de 2x2 cm) e polietileno tereftalato (PET, obtido a partir de
garrafas, cortadas em pedacos de 2x2 cm).

Com isso, foram preparados quatro Erlenmeyers com meio minimo (25 mL)
suplementado com cada plastico para indculo do consoércio e quatro controles negativos,
feitos com meio minimo e plastico, sem indculo bacteriano. Vale ressaltar que o meio foi
autoclavado ja na presenca dos diferentes tipos de plasticos e o consércio foi mantido por
56 dias a 27 °C, sem agitacdo. Ao longo desses dias, foi necessario adicionar aliquotas de
glicose a 1% por duas vezes ao longo do experimento, uma ap0s 6 dias e outra com 34

dias, para auxiliar o crescimento bacteriano nos microcosmos.

4.16 Analise por microscopia eletronica de varredura (SEM) dos plasticos do
consorcio

Para analisar possiveis alteracfes e/ou degradacfes na superficie dos plasticos
apos incubacdo com o consorcio bacteriano foi utilizada a microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Todas as amostras plasticas foram incialmente lavadas com dgua estéril
deionizada autoclavada, depois submersas em SDS 2% por cerca de 18 horas sob agitacédo
baixa em temperatura ambiente. As amostras foram entdo lavadas novamente com agua
e colocadas para secar em placas de Petri a 37 °C e levadas para microscopia (Zhao et al.,
2023 e Lv et al., 2024) no Nucleo Multidisciplinar de Pesquisa da UFRJ que fica
localizado no campus de Duque de Caxias. Para observar a estrutura dos plasticos, estes
foram cortados em pedagos menores com auxilio de estilete e alocados em stubs com fita
de carbono e cobertos com uma fina camada de ouro e observados no microscépio
eletrébnico de varredura TESCAN VEGA 3 LMU (TESCAN, Republica Tcheca)
operando a 25 kV. A aquisi¢do das imagens foi realizada por dois métodos: modo de
varredura tradicional e método de backscattering (difracdo de retroespalhamento de
elétrons) (Zhao et al., 2023; Lv et al., 2024).
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5. Resultados
5.1. Coleta e identificacdo das amostras plasticas

Foram coletadas 11 amostras plasticas no total. Da coleta de lixo plastico da orla
da prainha, foram obtidas cinco amostras, incluindo embalagens de biscoito, copo
descartavel e canudo. Ja os plasticos flutuantes foram coletados da seguinte forma: uma
amostra de plastico flutuante por ponto preestabelecido, conforme o item 4.1. A grande
maioria dos plasticos flutuantes foram sacolas plésticas (Figura 8).

Vale ressaltar que na coleta do dia 29/11/2022 ndo foi possivel encontrar plasticos
nos pontos 3 e 4, por isso apenas duas amostras foram coletadas nessa expedicdo (pontos
le?2).

Figura 8: Exemplos de amostras plasticas flutuantes da EBJ (RJ — Brasil) coletadas no dia 28/06/2022.

Apenas as amostras plasticas flutuantes passaram por identificacdo via FT-IR. Na
coleta de junho de 2022, a amostra do ponto 1 foi identificada como polietileno de baixa
densidade (PEBD). As amostras provenientes dos pontos 2, 3 e 4 foram identificadas
como polietileno de alta densidade (PEAD). Ja em novembro de 2022 os plasticos
coletados, somente dos pontos 1 e 2, foram identificados como polietileno (PE) (Tabela
1).
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Tabela 1: Catalogo das amostras plasticas utilizadas para bioprospeccéo bacteriana neste
estudo.

Voucher da amostra Data de Tipo
plastica Ponto Coleta FT-IR (observado na coleta)

C Orla 05/06/2022 - Canudo

PT Orla 05/06/2022 - Embalagem de Biscoito
R Orla 05/06/2022 - Embalagem de Biscoito
CD Orla 05/06/2022 - Copo Descartavel
CH Orla 05/06/2022 - Embalagem de Biscoito
1. Ponto 1 28/06/2022 PEBD Sacola

2.1 Ponto 1 29/11/2022 PE Sacola

2. Ponto 2 28/06/2022 PEAD Sacola

2.2 Ponto 2 29/11/2022 PE Sacola

3. Ponto 3 28/06/2022 PEAD Sacola

4 Ponto 4 28/06/2022 PEAD Sacola

Identificacio [;)Of FT-IR: PEBD: Polietileno de baixa densidade; PEAD: Polietileno de alta densidade; PE:
Polietileno
5.2. Isolamento das bactérias da plastisfera da EBJ
Foram isoladas 245 estirpes no total, dessas, 85 (34,7%) foram provenientes do
plastico da orla (amostras plasticas que ndo passaram por FT-IR) e 160 (65,3%) foram
provenientes dos plasticos flutuantes. Do ponto 1 foram isoladas 59 bactérias, do ponto 2
foram isoladas 56, do ponto 3 foram isoladas 23 e do ponto 4, 22 estirpes (Figura 9).
Dentre os tipos de plasticos identificados por FT-IR o que apresentou maior
namero de bactérias isoladas neste estudo foi o PEAD (n = 71), seguido por PE (n = 67)
e PEBD (n =22) (Figura 10).

P2 P3 P4

Orla P1

Quantidade de estirpes
S
o

o]
(=]

Pontos de coleta
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Figura 9: Quantidade de isolados (n= 245) em cada ponto de coleta de amostras plasticas ao longo do
estudo.

Quantidade de estirpes
[ W = Ul [o)] ~J co
o o o o o o o
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o

o

PEBD PEAD PE

Tipos de plastico

Figura 10: Nimero de bactérias isoladas em cada tipo de plastico identificado por FT-IR. Vale ressaltar
que as amostras coletadas na orla ndo passaram por identificacdo em FT-IR, portanto ndo estdo
contabilizadas neste gréafico. PEBD: polietileno de baixa densidade; PEAD: polietileno de alta densidade;
PE: polipropileno.

5.3. Identificacéo das estirpes isoladas por MALDI-TOF MS

Das 245 estirpes isoladas, 217 (87,8%) foram adequadamente identificadas por
MALDI-TOF MS, sendo os géneros em maior quantidade Vibrio (n = 45; 18,4%),
Aeromonas (n = 32; 13%) e Acinetobacter (n = 30; 12,2%). Todos 0s géneros isolados no
presente estudo estdo descritos na Figura 11. No total, 28 (11,4%) ndo foram
identificadas por esta abordagem.

Em relacdo ao tipo de plastico, no PEAD, o género mais abundante foi Aeromonas
sp. (n=12), no PEBD foi Bacillus sp. (n = 4) e no PE foi Vibrio sp. (n = 28) (Figura 12).
Os géneros Morganella, Escherichia, Serratia, Proteus, Kluyvera e Priestia ndo foram
isolados nos plasticos provenientes da orla. Por outro lado, o género Pantoea foi

encontrado exclusivamente em amostras plasticas oriundas da orla da prainha.



Quantidade de géneros

100% i
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Orla

= Nio id.
m Vibrio sp.

B Shewanella sp.

P1

P2 P3 P4

51

Total

Pontos de coleta

B Aderomonas sp.
Citrobacter sp.

B Bacillus sp.

B Pseudomonas sp. = Morganella sp.

Proteus sp.
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B Enterobacter sp. ™ Acinetobacter sp.
B Pantoea sp. m Klebsiella sp.
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B Escherichia sp. W Serratia sp.
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Figura 11: Quantidade de cada um dos 18 géneros distintos isolados das amostras plasticas por ponto ao
longo deste estudo. N4o id: ndo identificado
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Figura 12: Diferentes géneros bacterianos isolados por tipo de pléastico. N&o id: néo identificado

5.4. Triagem enzimatica: esterase e lipase

As 245 estirpes isoladas foram submetidas primeiramente a triagem para producgao

de esterase. Dessas, 75 (30,6%) apresentaram IE > 2,0, isto é, foram consideradas
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positivas (Figura 13). Com destaque para Serratia marcescens L-V-2.1 que apresentou
IE=29.

A triagem para producgdo de lipase foi conduzida com as 75 bactérias positivas
para esterase. Dessas, 13 (5,3%) apresentaram IE > 2,0, isto ¢, foram consideradas lipase-
positivas (Figura 14). Com um destaque especial para a estirpe V. fluvialis PVC-7, que
apresentou IE = 2,4. As demais estirpes com atividade estdo especificadas na tabela 2.

Tabela 2: Estirpes com potencial produtor de esterase. 1d: identificagéo.

Voucher Ponto de coleta id. MALDI-TOF IE
PT-M-2 Orla Aeromonas sp. 2,05
C-M-2 Orla Acinetobacter haemolyticus 2,04
CH-M-2 Orla Aeromonas veronii 2,07
CH-M-3 Orla Aeromonas caviae 2,53
CH-M-5 Orla Vibrio fluvialis 2,37
CH-M-7 Orla Aeromonas caviae 2,39
CH-M-8 Orla Aeromonas sp. 2,7
CH-M-10 Orla Acinetobacter venetianus 2,18
CH-M-11 Orla Acinetobacter sp. 2,41
CH-M-12 Orla Aeromonas hydrophila 2,48
CH-M-13 Orla Aeromonas hydrophila 2,56
CH-L-3 Orla Aeromonas sp. 2,18
CH-L-4 Orla Aeromonassp. 2,23
CH-L-6 Orla Aeromonas hydrophila 2,42
CH-L-8 Orla Acinetobacter sp. 2,34
CH-L-12 Orla Vibrio sp. 2,6
PT-L-2 Orla Shewanella baltica 2,21
PT-L-4 Orla Shewanella baltica 2,05
PT-L-5 Orla Vibriosp. 2,82
R-L-12 Orla Acinetobacter venetianus 2,12
CD-M-7 Orla Pantoea sp. 2,1
CD-M-9 Orla Enterobacter sp. 2,3
CD-M-11 Orla Enterobacter sp. 2,63
CD-L-2 Orla Enterobacter sp. 2,1
CD-L-3 Orla Enterobactersp. 2,41
CD-L-4 Orla Enterobacter sp. 2,39
CD-L-5 Orla Enterobacter bugandensis 2,06
CD-L-6 Orla Enterobacter sp. 2,05
CD-L-7 Orla Enterobacter sp. 2,4
CD-L-8 Orla Enterobacter bugandensis 2,08
CD-L-9 Orla Enterobacter sp. 2,58
R-V-2.6 Ponto 2 Aeromonas sp. 2,03

R-V-3.3 Ponto 3 Acinetobacter johnsonii 2,42



R-V-3.4
R-V-3.6
R-S-1.1
R-S-1.2
R-S-1.4
R-S-2.3
R-S-2.5
R-S-3.5
R-S-4.2
R-S-4.3
R-S-4.4
L-S-2.7
L-S-3.2
L-S-3.4
L-S-4.1
L-S-4.3
L-S-4.4
L-S-4.6
L-S-4.8
L-V-1.1
L-V-1.2
L-V-1.3
L-V-1.5
PT-M-7
L-V-1.8
L-V-2.1
L-V-2.2
L-V-2.3
L-V-2.4
L-V-2.5
L-V-2.6
L-V-4.2
L-V-4.3
L-V-4.4
PVC-8
2.2-L-5-6
2.2-L-S-4
2.2-L-S-5
2.1-L-S-3
2.1-L-S-5
PVC-6
PVC-7

Ponto 3
Ponto 3
Ponto 1
Ponto 1
Ponto 1
Ponto 2
Ponto 2
Ponto 3
Ponto 4
Ponto 4
Ponto 4
Ponto 2
Ponto 3
Ponto 3
Ponto 4
Ponto 4
Ponto 4
Ponto 4
Ponto 4
Ponto 1
Ponto 1
Ponto 1
Ponto 1
Orla
Ponto 1
Ponto 2
Ponto 2
Ponto 2
Ponto 2
Ponto 2
Ponto 2
Ponto 4
Ponto 4
Ponto 4
Ponto 1
Ponto 2
Ponto 2
Ponto 2
Ponto 1
Ponto 1
Ponto 1
Ponto 1

Raoultella ornithinolytica
Klebsiella oxytoca
Klebsiella sp.
Citrobacter sp.
Aeromonas sp.
Escherichia sp.
Escherichia coli
Citrobacter freundii
Citrobacter freundii
Enterobacter sp.
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter johnsonii
Escherichia coli
Escherichia coli
Aeromonas hydrophila
Aeromonas hydrophila
Aeromonas hydrophila
Serratia rubidaea
Morganella morganii
Morganella morganii
Morganella morganii
Vibrio parahaemolyticus
Bacillus megaterium
Acinetobacter venetianus
Enterobacter bugandensis
Klebsiella pneumoniae
Vibrio sp.
Bacillus sp.
Serratia marcescens
Serratia nematodiphila
Morganella morganii
Aeromonas caviae
Aeromonas hydrophila
Serratia marcescens
Vibrio fluvialis
Vibrio fluvialis
Vibrio fluvialis
Vibrio sp.

Vibrio alginolyticus
Vibrio parahaemolyticus
Vibrio fluvialis
Vibrio fluvialis

2,43
2,01
2,14
2,03
2,29
2,28
2,19
2,12
2,04
2,09

2,24
2,1
2,63
2,4
2,49
2,69
2,08
2,95
2,63
2,28
2,34
2,24
2,13
2,68
2,98
2,18
2,33
2,57
2,39
2,13
2,27
2,23
2,4

2,48
2,13
2,14
2,19
2,03
2,45
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Figura 13: Bactérias potenciais produtoras de esterase e seus géneros em quantidade absoluta.
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Figura 14: Bactérias potenciais produtoras de lipase testadas com Tween 80 e seus géneros em quantidade
absoluta.

5.5. Triagem para producdo de bioemulsificantes e biossurfactantes

As 75 bactérias com potencial enzimatico de producdo de esterase pré-
estabelecido foram testadas para a producdo de bioemulsificantes a partir de cultivo em
meio LB e meio minimo. Daquelas crescidas em meio minimo, 15 (20%) foram capazes
de formar emuls&o e das crescidas em LB, trés (4%) apresentaram formacéo de emulsdo
(Tabela 3). Aqui, destaca-se a estirpe Shewanella baltica PT-L-4 (E24=57%) cultivada
no meio minimo e Pantoea sp. CD-M-7 (E24=50%), cultivada no meio LB, sendo esta

Gltima positiva tanto em meio LB quanto no meio minimo (Figura 15).
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As 75 estirpes também foram avaliadas quanto a possivel produgdo de
biossurfactantes, assim, foram submetidas ao teste do colapso da gota, mas nenhuma

delas apresentou resultado positivo.

Tabela 3: Estirpes bacterianas com potencial bioemulsificante

Estirpes Origem LB MM
Shewanella sp.; PT-L-4 Orla 57%
Pantoea sp. CD-M-7 Orla 50% 50%
Enterobacter sp.; CD-M-9 Orla 38%
Enterobacter sp.; CD-L-2 Orla 42%
Enterobacter sp.; CD-L-4 Orla 46%
Enterobacter sp.; CD-L-6 Orla 47%
Enterobacter sp.; CD-L-7 Orla 57%
Enterobacter sp.; CD-L-9 Orla 56%
Raoultella sp.; R-V-3.4 P3 41%
Serratia sp.; L-V-2.5 P2 40%
Morganella sp.; L-V-2.6 P2 36%
Serratia sp.; L-V-4.4 P4 50%
Vibrio sp.; 2.2-L-S-4 P2 50%
Vibrio sp.; PVC-6 P1 50%
Vibrio sp.; PVC-7 P1 29%
Vibrio sp; PVC-8 P1 33%

Acinetobacter johnsonii; L-S-2.7 P2 29%

Controle positivo (SDS 10%) 70% 74%
Controle negativo (meio de
cultura) - 0% 0%
Foram consideradas apenas as estirpes que foram positivas em pelo menos um dos
ensaios. Laranja: estirpes com atividade bioemulsificante (E24>25%). Cinza: estirpes sem
atividade bioemulsificante. LB: Teste feito com estirpes cultivadas em meio Luria-
Bertani. MM: Teste feito com estirpes cultivadas em meio minimo.

Figura 15: Imagens representativas da triagem para bioemulsificantes. A: Pantoea sp. CD-M-7 (E24=50%),
cultivada em meio LB; B: Shewanella baltica PT-L-4 (E24=57%) cultivada em meio minimo. C: Controle
em MM, SDS (10%) (E24=74%).
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5.6 Padronizacédo de meios de cultura e triagem para lipases

5.6.1 Tributirina como substrato

Tanto o meio LB quanto o meio minimo foram suplementados com tributirina e
apresentaram resultados satisfatorios para a triagem de bactérias com atividade lipolitica
(Figura 16). Dentre as 75 estirpes selecionadas previamente (positivas para esterase), 69
foram submetidas a triagem em meio LB. Dessas, duas (2,9%) apresentaram IE > 2,0 ¢
foram consideradas potenciais produtoras de poliesterases. Neste ensaio, a estirpe
Enterobacter sp. CD-M-9 apresentou IE = 2,73 (Figura 16A), com destaque dentre as
demais. No ensaio em meio minimo, 10 (14,9%) apresentaram IE > 2,0 e foram
consideradas potenciais produtoras de poliesterases, com destaque para Serratia rubidaea
L-S-4.6 que apresentou IE = 5,38 (Figura 16B).

Figura 16: Triagem enzimética para poliesterases nos meios LB e minimo suplementados com tributirina
1%. A: Enterobacter sp. CD-M-9 cultivado em LB com tributirina, halo de 30 mm. B: S. rubidaea L-S-4.6
em meio minimo com tributirina halo de 43 mm. Em ambas as imagens a col6nia bacteriana esta destacada
por barras em azul escuro e o halo de degradacéo por barras azul claro.

5.6.2 Policaprolactona como substrato

A padronizacdo do meio minimo suplementado com PCL 1% apresentou
resultados promissores para ensaios de triagem de poliesterases. O meio ficou turvo ap6s
0 preparo e as bactérias com atividade enzimatica apresentaram halos de degradagédo do
substrato ao seu redor de forma visivel e possivel de medir os seus tamanhos. Todas as
estirpes viaveis (positivas para esterase) pré selecionadas foram submetidas a triagem
nesse meio padronizado. Das estirpes esterase-positivas, 5 (8,2%, n = 61) apresentaram
os melhores resultados indicativos de atividade enzimatica. Essas estirpes incluem V.
fluvialis PVC-7 (IE = 1,7), Acinetobacter johnsonii L-S-2.7 (IE = 2,11), S. baltica PT-L-
4 (IE = 2,13), S. rubidaea L-S-4.6 (IE = 2,4), Pantoea sp. CD-M-7 (IE = 3,12) (Figura
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17). Dentre as estirpes testadas, uma das estirpes, ainda que tenha obtido valor de IE <
2,0 V. fluvialis PVC-7 se destacou por ter atividade em todos os experimentos executados
ao longo deste trabalho, exceto pelo colapso da gota (Figura 18).

Figura 17: Triagem enzimatica de poliesterases com o substrato PCL. A: A. johnsonii L-S-2.7, halo de
degradacdo de 19 mm. B: S. baltica PT-L-4, halo de degradacdo de 17 mm. C: Pantoea sp. CD-M-7, halo
de degradacdo de 25 mm. D: V. fluvialis PVC-7, halo de degradacdo de 17 mm. E: S. rubidaea L-S-4.6,
halo de degradacédo de 24 mm. Em todas as imagens a col6nia bacteriana esta destacada por barras em azul
escuro e o halo de degradacdo por barras azul claro.

Lipasc {Tween 80)
Lipase (TBT) LB

... Bioemulsificante MM

Biossurfactante

Acinetobacter johnsonii
L-8-2.7

Shewanella baltica
PT-L-4

Pantoea sp.
CD-M-7

. .Bioemulsiﬁcante LB

Vibrio fluvialis
PVC-7

Serratia rubidea
L-8-4.6

Figura 18: Panorama geral das cinco estirpes que apresentaram atividade em meio minimo suplementado

com PCL e nos demais ensaios de triagem enzimética e de substancias tensoativas. Testes negativos em
cinza e positivos em laranja.

5.7. Investigacdo da atividade enzimatica no sobrenadante livre de células e
caracterizacdo frente a diferentes faixas de temperatura e pH

As estirpes analisadas foram aquelas com melhor resultado na triagem em meio
minimo com PCL, totalizando cinco selecionadas: Pantoea sp. CD-M-7, V. fluvialis
PVC-7, S. rubidaea L-S-4.6, A. johnsonii L-S-2.7 e S. baltica PT-L-4. Dessas cinco, trés
mantiveram atividade no sobrenadantes apdés filtracdo (0,45 um), sendo elas S. baltica
PT-L-4, S. rubidaea L-S-4.6 e V. fluvialis PVC-7 (Figura 19). Com isso, 0S
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sobrenadantes livres de células das trés estirpes passaram por testes em diferentes faixas
de temperatura (40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C e 65 °C) e pH (4, 6 e 10). O
sobrenadante filtrado de V. fluvialis PVC-7 manteve sua atividade em todas as faixas de
temperatura testadas, inclusive quando a cultura foi incubada a 37°C. A cultura de S.
rubidaea L-S-4.6 manteve atividade somente quando testada em uma incubacéo de 37°C
(Figura 20).

Todas os sobrenadantes livres de células foram sensiveis a mudanga de pH em
relacdo a atividade enzimética. Quanto as diferentes temperaturas, S. rubidaea L-S-4.6
ndo manteve atividade em nenhuma das condi¢des testadas. Sendo a “condigdo controle
positivo” na qual os sobrenadantes apresentaram atividade primariamente a 27 °C e pH

7,0.

Figura 19: Testes de permanéncia da atividade de poliesterase envolvendo sobrenadantes filtrados. A:
Atividade enzimatica mantida na estirpe V. fluvialis PVC-7 B: S. baltica PT-L-4 e S. rubidaea L-S-4.6. B:
Atividade enzimatica mantida nas estirpes S. baltica PT-L-4 e S. rubidaea L-S-4.6.
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Figura 20: Panorama dos resultados dos testes envolvendo os sobrenadantes que mantiveram atividade de
poliesterase ap6s filtracdo. A: Atividade enzimética frente as diferentes condicGes de temperatura e pH
testadas. Laranja: positivo; cinza: negativo. B: Atividade enzimatica da estirpe S. rubidaea L-S-4.6 mantida
apos cultivo a 37° C. C: Atividade enzimatica de poliesterase mantida no sobrenadante da estirpe V. fluvialis
PVC-7 nas diferentes faixas de temperatura testadas. Condi¢des controle positivo: 27 °C pH 7,0.

5.8. Avaliagdo da atividade com sobrenadante liofilizado, filtrado e concentrado

Os trés sobrenadantes que mantiveram atividade de poliesterase foram testados
(20 pL) em meio minimo com PCL apos liofilizagdo, filtracdo em filtros de
polietersulfona de 0,22 um e concentracdo em filtros de celulose de 3 e 50 kDa e a
filtracdo em filtros de polietersulfona de 0,22 um. Os sobrenadantes liofilizados foram
aplicados no MM com PCL nas seguintes concentracdes: S. rubidaea L-S-4.6 a 11,4 g/L;
S. baltica PT-L-4 a 13,6 g/L e V. fluvialis PVC-7 a 6,4 g/L.

O sobrenadante da estirpe S. baltica PT-L-4 apresentou atividade ap0s ser
liofilizada e solubilizada em &gua deionizada estéril (Figura 21). Nenhuma das trés

estirpes manteve atividade mediante a filtrag&o e concentracéo.
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Figura 21: Atividade de poliesterase mantida na estirpe S. baltica PT-L-4 ap0s ser liofilizada e solubilizada
em agua deionizada. Outras estirpes testadas sem atividade visivel.

5.9 Avaliacéo da atividade de poliesterase apds precipitacdo com sulfato de aménio
e separagdo por massa molecular

Os sobrenadantes das estirpes S. baltica PT-L-4, S. rubidaea L-S-4.6 e V. fluvialis
PVC-7 tiveram suas proteinas precipitadas com sulfato de aménio 40% e 60% bem como
separadas em filtro Amicon (3 kDa 50 kDa). Como a atividade ndo foi mantida apés
concentracdo inicial em precipitacdo a 40% e separacdo a 3 kDa foi feito o teste em 50
kDa junto da precipitacdo a 60%. Foi observada atividade enzimatica nos precipitados
das estirpes S. baltica PT-L-4 e S. rubidaea L-S-4.6 (Figura 22A). Dessa vez (sulfato de
amonio a 60%), apenas a estirpe S. rubidaea L-S-4.6 manteve atividade em seu extrato,
sem filtracdo (Figura 22B). Logo, de acordo com a Figura 22 A e B, a porc¢éo proteica

responsavel pela atividade de poliesterase tem > 50 kDa.
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Figura 22: Atividade de poliesterase do extrato proteico (precipitado), indicado por “P” na placa.
Atividade enzimatica mantida na porgdo do extrato com proteinas > 3kDa, indicado por “PF” (A) e >50
kDa também indicado por “PF” (B). Auséncia de atividade na por¢do do extrato com proteinas < 3kDa e
<50 kDa, indicado por “PF.”. Halos de degradacéo do substrato (PCL) indicados pelas barras em azul claro.
A: Precipitacdo a uma concentragdo de sulfato de aménio de 40% e concentrada a 3 kDa. B: Precipitacdo a
uma concentracdo de sulfato de aménio de 60% e concentrada a 50 kDa.

5.10 Perfil de proteinas e atividade enzimatica

As proteinas presentes no extrato e a atividade enzimatica, obtidas com sulfato de
amonio a 40%, foram avaliadas por Native-PAGE e zimograma. Assim, 0S extratos
proteicos das estirpes S. rubidaea L-S-4.6 e S. baltica PT-L-4 apresentaram o0s seguintes
perfis proteicos (bandas) na Figura 23A, no entanto, a atividade enzimatica sobre PCL
ainda ndo foi observada nas condicGes testadas, de acordo com a comparacdo entre as

bancas no gel e o zimograma (Figura 23B).

Figura 23: Resultados da eletroforese e do zimograma. A: perfil de proteinas em gel de poliacrilamida
corado com azul de Comassie ap0s eletroforese sem condigdes desnaturantes das estirpes S. rubidaea L-S-
4.6 e S. baltica PT-L-4; B: Zimograma sem atividade nas estirpes S. rubidaea L-S-4.6 e S. baltica PT-L-4.
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5. 11 Microcosmos com bactérias com potencial degradador de plastico

5.11.1 Antagonismo bacteriano, crescimento do consorcio e peso seco das
amostras plasticas

Antes de iniciar o microcosmos contendo o consorcio bacteriano selecionado com
as estirpes degradadoras de PCL: Pantoea sp. CD-M-7, V. fluvialis PVC-7, S. rubidaea
L-S-4.6, A. johnsonii L-S-2.7 e S. baltica PT-L-4, todas estas foram analisadas quanto a
uma possivel atividade antagonista entre elas. Esta etapa foi essencial para evitar que uma
estirpe tivesse acdo inibitoria sobre a outra do consorcio, inviabilizando assim a
degradacdo do plastico usado como fonte de carbono no microcosmos. O teste de
antagonismo realizado entre elas indicou que essas estirpes ndo se inibiam, portanto

estavam aptas para a formulagdo do consorcio (Figura 24).

Figura 24: Testes de antagonismo (atividade antimicrobiana) entre as estirpes selecionadas para compor o
consoércio de bactérias potenciais degradadoras de plastico. Nao houve formagdo de halos de inibicéo,
portanto ndo houve inibicdo entre as estirpes. A: atividade antimicrobiana de Pantoea sp. CD-M-7; A.
johnsonii L-S-2.7; V. fluvialis PVC-7 e S. rubidaea L-S-4.6 contra S. baltica PT-L-4 (indicadora). B:
atividade antimicrobiana de A. johnsonii L-S-2.7; S. rubidaea L-S-4.6 e V. fluvialis PVC-7 contra Pantoea
sp. CD-M-7 (indicadora).

Inicialmente, foi observado que apds o indculo somente com os diferentes
plasticos (PEAD em beads, PEAD em sacola, PET e PP) como fonte de carbono nao
houve crescimento bacteriano satisfatorio, analisado pela turbidez do meio de forma
visual. Portanto, ap0s 6 dias, foi adicionada 1% de glicose e, novamente, apds 34 dias do
indculo inicial. Desde a primeira adigdo de glicose houve um maior crescimento
bacteriano (Figura 25). Uma das amostras de PEAD (sacola plastica) foi excluida do
estudo porque foi observada contaminagédo no controle negativo. Logo, ndo foi realizada
a analise de peso e nem a analise de degradacdo da superficie por microscopia nesta

amostra.
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Figura 25: Consdrcios bacterianos ap6s 38 dias. A: Consorcio bacteriano com potencial degradador de
plastico. B: Controle negativo (sem indculo bacteriano).

As amostras plasticas foram pesadas antes da realizacdo do indculo e apds a
lavagem. Nao houve grande perda do peso seco em nenhuma amostra (Tabela 4).

Tabela 4: Valores de pesos seco dos plasticos utilizados no consorcio bacteriano antes e
depois do indculo. Antes do tratamento antes da barra (/), depois do tratamento apos a

barra (/).
Teste/Controle Tipos de Plastico
PEAD, 3 beads PEAD, sacola PET PP
Teste 82,6 mg/ 82,5 mg 2,8 mg/ - 150,9 mg/ 150,3 mg 60,9 mg/ 61,2 mg
Controle - 86,9 mg/ 86,6 mg 2,9 mg/ - 143,6 mg/ 142,9 mg 60,2 mg/ 60,1 mg

PEAD: polietileno de alta densidade; PET: polietileno tereftalato; PP: polipropileno

5.11.2 Analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) dos plasticos do
Microcosmos

Apos todos os plasticos retirados do microcosmos terem sido pesados, estes foram
tratados para a analise por MEV, com o objetivo de avaliar se o consércio bacteriano
consumiu o plastico como fonte de carbono, revelando alguma possivel degradacdo na
superficie dos mesmos. A Figura 26 representa algumas imagens e, assim, conclui-se
que durante o tempo do microcosmos nao foi possivel detectar alteracGes na superficie
das amostras plasticas sob as condicdes testadas. No entanto, como estes foram
experimentos piloto, servirdo de base para que futuras analises sejam melhoradas e o

potencial degradador de plastico do consorcio bacteriano seja novamente avaliado.
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Figura 26: Imagens representativas das amostras plasticas removidas do microcosmos ap6s 56 dias e
analisadas por MEV. Amostras de pléstico: (1) PEAD, A: controle negativo B:amostras plasticas apos 56
dias no microcosmo. (2) PET e (3) PP. Para 2 e 3, A e B: Controle negativo, e D e E: amostras plasticas
apos 56 dias no microcosmo.

6. Discussao

Um dos plasticos mais utilizados em todo o mundo € o polietileno, presente em
embalagens de shampoo, por exemplo (Atlas do Plastico, 2020). Sendo assim, € tambem
um dos mais descartados, o que corrobora os resultados aqui observados mediante a
analise por FT-IR. Quanto ao isolamento bacteriano, é importante lembrar que em uma
das coletas ndo foram encontrados plasticos flutuantes nos pontos 3 e 4 da EBJ, 0 que
configura um grande motivo para que os pontos 1 e 2 tenham sido a maior fonte de
estirpes provenientes de plastico flutuante e também influencia na quantidade de estirpes
isoladas por tipo de lixo plastico. Ademais, fatores como mudancas nos niveis de
temperatura, pH da agua, maré, quantidade de matéria organica presente no ambiente e
salinidade influenciam a formacdo dessas comunidades bacterianas (Huang et al., 2024).
Por exemplo, as aguas da EBJ na BG, regido da coleta, sofrem alteracGes dessas
condicdes. De acordo com Eichler e colaboradores (2020), a salinidade da dgua é maior
na entrada da baia, por onde entra a &gua do mar, considerando que na parte central da
BG o indice de salinidade varia de 30 a 34 pontos. J& a temperatura varia de 22 °C a 26

°C e, no verdo, essa faixa sobe para 30 °C a 32 °C. O estudo de Eichler e colaboradores



65

(2020) também estudou as condi¢des da BG por pontos e aquele mais préximo da EBG,
Ilha do Fundao, teve as seguintes condigdes: a temperatura variou de 20 °C a 24 °C, os
indices de salinidade ficaram entre 31 e 35 pontos, sendo que esses indices sofrem maior
variacdo em aguas superficiais.

Das estirpes isoladas, uma pequena quantidade (11,4%) n&o foi identificada pela
metodologia empregada. Isso pode ocorrer por conta da auséncia de padrdes de
identificacdo no banco de dados do MALDI-TOF, visto que esse equipamento possui em
sua maioria padr@es bacterianos de interesse clinico, o que faz com que algumas bactérias
do &mbito ambiental ndo sejam contempladas e, portanto, ndo sejam identificadas por
esse método. No entanto, a partir de dados de identificacdo molecular (marcadores
genéticos sequenciados por exemplo) destas estirpes ndo identificadas pode-se alimentar
0 banco de dados do equipamento (Singhal et al., 2015). Ademais, caso seja
imprescindivel a identificacdo destas estirpes, existem testes bioquimicos que podem ser
empregados, que viabilizam a diferenciacio de espécies com base em seus requerimentos
nutricionais e atividades metabolicas. Tambeém, a identificagdo podera ser feita pelo
sequenciamento do gene rrs (16S RNA).

O género Vibrio foi o mais abundante dentre a plastisfera analisada, o que
corrobora com o fato de que esse género é ubiquo em ambientes marinhos (Canellas et
al., 2021). Assim como Vibrio, o género Aeromonas, segundo mais observado neste
estudo, também é amplamente presente em ambientes aquaticos (Canellas e Laport,
2023). Estes géneros bacterianos ja foram previamente descritos em associacdo a
particulas plasticas. Por exemplo, o estudo de Kimura e colaboradores (2023), descreveu
0 isolamento e caracterizacdo de uma PBSase (enzima capaz de degradar PBS)
proveniente de uma estirpe de Vibrio ruber isolada da plastisfera de PBS (polibutileno
succinato) do mar de Usuijiri, Japdo, que estava a 10,6 °C no momento da coleta. A enzima
heter6loga se manteve ativa quando expressa por E. coli BL21, com um nivel de
degradacdo estimado de 42 mg de filme de PBS por mg de proteina/enzima em um dia, a
uma temperatura de 30 °C (Kimura et al., 2023). Aeromonas spp. ja foi isolada de
residuos plasticos e de microplasticos do mar Adriatico com potencial atividade de
degradacéo desses residuos (Virsek et al., 2017; Canellas e Laport, 2022).

Muitos estudos envolvendo a plastisfera tém as analises metagenémicas como
modo principal de caracterizagdo e bioprospec¢do da comunidade associada. Mas, para
que ocorra um entendimento mais robusto e completo dos fenotipos e genotipos

presentes nesse micro-ecossistema € importante integrar as analises metagenémicas as
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anélises dependentes de cultivo (Chen et al., 2024). Para além de quais sdo 0s
microrganismos ali presentes, a metagendmica permite estudar as possiveis relacdes
das bactérias com o plastico e entre elas. Uma série de estudos prévios baseados em
estratégias independentes de cultivo relatam a detecgdo de enzimas potencialmente ativas
em plésticos (Pérez-Garcia et al., 2021; Chow et al., 2022; Karunatillaka, Jaroszewski e
Godzik, 2022; Effendi et al., 2024). Contudo, é importante ressaltar que os plasticos sdo
substratos relativamente recentes e a ocorréncia de enzimas voltadas exclusivamente para
a degradacdo destes polimeros € extremamente rara. Mais comumente, encontram-se na
natureza hidrolases adaptadas a degradacdo de polimeros naturais como cutina, e que
podem vir a ser aproveitadas como uma estratégia de assimilacao de polimeros artificiais
(Carr, Clarke e Dobson, 2020; Verschoor et al., 2022). Ademais, a plastisfera ndo exerce
papeéis importantes somente na degradacdo do plastico, sendo especialmente importante
quando se trata do ciclo do nitrogénio, contribuindo para nitrificacdo e emissdo de 6xido
nitroso (Yang et al., 2023; Su et al., 2024).

O filo Pseudomonadota, (chamado anteriormente de Proteobacteria), do qual tanto
0 género Vibrio quanto Aeromonas fazem parte, foi ilustrado por Saleem e colaboradores
(2023), por meio de shotgun metagendmica, como um dos mais abundantes na
comunidade bacteriana presente em residuos de polietileno (54%) provenientes de um
local de despejo de residuos em uma praia da China, 0o que estd de acordo com o0s
resultados obtidos a partir de estratégias dependentes de cultivo empregadas no presente
trabalho. No estudo de Saleem e colaboradores (2023) também foi possivel observar o
potencial biotecnologico bacteriano da plastisfera, no qual observou-se a presenca de
diversos genes codificadores de enzimas potencialmente envolvidas com a biodegradacao
de PHA e de pléasticos sintéticos, como as esterases e lipases, bem como a presenca de
genes codificadores de biossurfactantes. Dentre os genes de hidrolases detectadas no
estudo, a lipase foi a segunda mais abundante ficando atras apenas da peroxidase. No
entanto, o isolamento e caracterizacdo das moléculas ndo foi realizado.

No presente estudo, a estirpe S. marcescens L-V-2.1, isolada de uma sacola
(PEAD) proveniente do ponto 2 de coleta na EBJ, destacou-se no teste de esterase por
possuir um IE = 2,9. Existem relatos na literatura sobre estirpes da espécie S. marcescens
como produtoras de esterase, porém, grande parte de trabalhos recentes citam estirpes que
foram isoladas de solo contaminado ou intestino de insetos e ndo de ambientes marinhos
(Bhardwaj et al., 2021; Lou et al., 2022), o que evidencia uma auséncia na literatura em

relacdo a bioprospeccdo de estirpes de S. marcescens produtoras de esterase isoladas de



67

plastisferas, oriundas de ambientes aquaticos. Por exemplo, Bhardwaj e colaboradores
(2021) isolaram uma estirpe de S. marcescens de solo contaminado com plastico e dleo
na India que foi capaz de produzir uma esterase extracelular caracterizada como de alta
massa molecular e termotolerante (ativa em temperaturas de 50 °C a 60 °C, sendo 50 °C
sua temperatura 6tima a um pH de 8,5). Outro estudo realizou a clonagem de um gene
codificador de esterase, estS, de uma estirpe de Serratia sp. proveniente de ambiente
marinho e a expressou em E. coli BL21 (DE3). A enzima heter6loga foi capaz de manter
boa atividade a 10 °C (termotolerante) e a 4 M de NaCl (sal-tolerante), o que a torna
interessante industrialmente (Jiang et al., 2016).

A estirpe V. fluvialis PVVC-7 se destacou no teste de lipase com o substrato Tween
80 por ter o IE = 2,4. No teste de lipase que utilizou tributirina como substrato, a estirpe
S. rubidaea L-S-4.6 se destacou. A espécie V. fluvialis ja foi descrita como potencial
degradadora de plasticos. Por exemplo, a revisdo de Zhou e colaboradores (2024) chama
atencdo para uma estirpe de V. fluvialis isolada de residuo plésticos da costa da india que
apresentou atividade lipolitica apds triagem em meio suplementado com polietileno de
baixa densidade. A producdo de lipase também ja foi descrita no género Serratia. Nehal
e colaboradores (2019) isolaram uma estirpe de S. rubidaea de residuos de 6leo capaz de
produzir uma lipase com atividade maxima de 41,13 U/mL ap0s otimizacao de condi¢oes
de temperatura, pH, fonte de carbono e concentracao de sais.

Vale citar que Serratia sp. possui um potencial biotecnologico eximio para além
das enzimas. Pode-se fazer uma mencgéo honrosa para o pigmento vermelho, prodigiosina,
produzido por Serratia sp., que além de possuir aplicacbes na industria téxtil, no
tingimento de tecidos, por exemplo, também possui importancia médica, como a
atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas (Venil, Zakaria e Ahmada,
2013; Orlandi et al., 2022). Conforme mostrado nas figuras 16, 19, 20, 21 e 23 dos
resultados, o pigmento vermelho das estirpes de Serratia sp. foi presente nas culturas
desse estudo, indicando a producédo da prodigiosina, apesar de ndo ter sido caracterizada
guimicamente.

A triagem para bioemulsificantes foi conduzida com as estirpes cultivadas tanto
em meio LB quanto MM. O proposito de utilizar esses dois meios durante a triagem foi
observar a diferenca entre um meio rico, com muitos nutrientes (LB) e um meio composto
apenas por elementos tragos, com poucos nutrientes (MM), sendo que ao cultivar ou
realizar triagens no MM espera-se que a bactéria seja forgada a metabolizar o substrato

proposto para sobreviver, visto que ndo tém muitos nutrientes disponiveis no MM. Esta
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hipGtese esta de acordo com os resultados encontrados, nos quais os resultados mais
promissores foram detectados quando as estirpes foram cultivadas em MM. No Ez, a
estirpe de destaque foi S. baltica PT-L-4, por possuir um E24 = 57% apds cultivo em MM,
maior do que as outras estirpes positivas neste teste. Os relatos na literatura sobre essa
espécie com origem marinha como potencial produtora de bioemulsificantes sdo escassos.
Além dessa S. baltica, outras 16 estirpes também foram potenciais produtoras de
bioemulsificantes, mas nenhuma apresentou potencial producdo de biossurfactantes.
Tanto as esterases, lipases e 0s bioemulsificantes ajudariam as bactérias a sobreviverem
no ambiente hostil da BG, fazendo com que elas suportem melhor a pressao seletiva na
qual estdo inseridas (Narayanan, Ali e EI-Sheekh, 2023). E importante ressaltar que para
além do potencial biotecnoldgico previsto nessas biomoléculas, estas apresentam papéis
fisiologicos que auxiliam na sua adaptacdo ao meio em que estdo inseridas, como
mecanismos de defesa contra outros microrganismos ou de aquisicdo de nutrientes
(Freitas-Silva et al., 2023).

A triagem de poliesterases foi feita inicialmente em MM ou LB suplementado
com TBT. Carr e colaboradores (2022), utilizaram a tributirina como substrato inicial na
bioprospeccdo de poliesterases oriundas de bactérias isoladas de esponjas marinhas ao
norte do Oceano Atlantico. Com essa triagem inicial, foi possivel identificar a estirpe
Brachybacterium ginsengisoli B129SM11, que apresentou uma cutinase poliesterase-like
em seu genoma, capaz de degradar outros substratos mais especificos como a PCL. No
presente estudo, cinco estirpes (A. johnsonii L-S-2.7; Pantoea sp. CD-M-7; V. fluvialis
PVC-7; S. rubidaea L-S-4.6) positivas para producdo de poliesterase em MM
suplementado com TBT também foram positivas em MM suplementado com PCL,
reforcando a relacdo entre esses dois substratos.

Quando foi realizada a triagem de poliesterases com PCL como substrato em meio
solido, cinco estirpes se destacaram (A. johnsonii L-S-2.7; S. baltica PT-L-4; Pantoea sp.
CD-M-7; V. fluvialis PVC-7; S. rubidaea L-S-4.6) pois apresentaram IE > 2,0. Conforme
supracitado, os géneros Vibrio e Serratia sdo conhecidos como produtores das enzimas
aqui estudadas. O género Pantoea e a espécie S. baltica ndo sdo conhecidos como
produtores de lipases. Ja a espécie A. johnsonii e o género Acinetobacter como um todo
foram descritos como potenciais produtores de enzimas, como a lipase e, sdo
frequentemente isolados de areas com alto impacto antropogénico (Dahal, Paul e Gupta,
2023; Nimkande, Krishnamurthi e Bafana, 2023), como a regido da EBJ da BG. Um

artigo publicado pelo nosso grupo de pesquisa ja havia demonstrado a atividade
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enzimatica das estirpes supracitadas, sendo um dos poucos que relatam essa atividade em
Pantoea sp. e S. baltica provenientes de plastisfera marinha (Canellas et al., 2023).

Ademais, chamam atengédo os resultados em comum do presente estudo, ou seja,
estirpes que apresentaram resultados positivos em dois ou mais testes. Como um dos
melhores métodos de triagem para poliesterases dependente de cultura atualmente é a
suplementacdo de meio com PCL (Molitor et al., 2020; Galarza—Verkovitch et al., 2023),
foi mais relevante observar as capacidades metabolicas das cinco estirpes que
apresentaram melhor atividade nesse meio suplementado com PCL. Como destaque tem-
se a estirpe V. fluvialis PVC-7 que apresentou atividade em todos os ensaios realizados
neste trabalho (exceto no de biossurfactantes). Vale ressaltar que a estirpe PVC-7 foi
isolada a partir de um meio suplementado com policloreto de vinila (PVC), o que pode
priorizar certas vias metabodlicas e favorecer a producdo de enzimas e bioprodutos
envolvidas na biorremediagcdo (Howard e Mcarthy, 2023; Howard et al., 2023).

Com o objetivo de concentrar as proteinas presentes nos sobrenadantes que
mantiveram sua atividade (S. baltica PT-L-4; V. fluvialis PVC-7; S. rubidaea L-S-4.6) foi
feita a liofilizacdo. A estirpe S. baltica PT-L-4 manteve atividade. Porém os outros dois
sobrenadantes ndo mantiveram atividade, o que significa que a enzima pode ser sensivel
ao congelamento prévio, condi¢do necessaria para liofilizar uma substancia (Tamiya et
al., 1985; Privalov, 1990). Com isso, foi feita a precipitacdo com sulfato de amdnio,
também para concentrar as proteinas do sobrenadante. Essa metodologia € comumente
empregada em trabalhos de bioprospeccdo de hidrolases com potencial degradador de
plasticos (Chua et al., 2013; Bhardwaj et al., 2021; Khandare, Chaudhary e Jha, 2024).
Dessa vez, mais sobrenadantes mantiveram sua atividade, sendo eles S. baltica PT-L-4 e
S. rubidaea L-S-4.6, reforcando que a precipitacdo com sulfato de aménio é uma
estratégia mais eficaz para este estudo.

A eletroforese em condigcdes ndo desnaturantes foi realizada a partir do extrato
proteico de S. baltica PT-L-4 e S. rubidaea L-S-4.6 obtido a partir da precipitacdo com
sulfato de amdnio a uma concentracao de 40%. Ja o zimograma ndo mostrou atividade
até o momento. Nesta etapa do trabalho, ressalta-se o baixo nimero de trabalhos
publicados que utilizam tal metodologia para a caracterizacdo de enzimas ativas em
plasticos. Dentre um desses trabalhos, tem-se o estudo de Chua e colaboradores (2013),
no qual os autores relatam que foi possivel observar bandas sugestivas de atividade
enzimatica ao realizar o zimograma em meio com PCL. Mas ao invés de ser realizado

com o meio de cultura s6lido com PCL, como foi feito neste estudo, foi utilizado o préprio
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gel de poliacrilamida a 8% suplementado com PCL. Essa seria uma alternativa futura,
caso a atividade enzimatica ainda ndo apareca nos proximos testes. Essa atividade
enzimatica visivel no zimograma é importante, pois a partir dela é possivel realizar um
SDS-PAGE (com condic¢des desnaturantes) a partir da banda que mostrou atividade e,
assim, caracterizar a enzima quanto ao seu tamanho molecular.

Ainda para caracterizar as proteinas responsaveis pela atividade de poliesterases
observada em placa, foi feito um primeiro ensaio colorimétrico para sua quantificacéo,
com os substratos p-nitrofenil butirato (Sigma-Aldrich, Alemanha; esterase) e p-nitrofenil
laurato (Sigma-Aldrich, Alemanha; lipase) (resultados ndo apresentados). Esse ensaio
primario foi realizado no Laboratério de Engenharia de Sistemas Biol6gicos da Escola de
Quimica no Centro de Tecnologia da UFRJ. Os resultados prévios chegaram a apresentar
alta atividade de esterase para a estirpe S. baltica PT-L-4, porém, ao repetir o teste para
lipase e testar os sobrenadantes sob diferentes diluicdes, houve inconsisténcias quanto a
atividade apresentada previamente. Essas inconsisténcias podem ser provenientes de uma
concentracdo alta da enzima no sobrenadante ou do fato que o substrato de lipase €
sensivel a luz e pode ter sofrido alteragdes antes/durante o teste. Um ensaio colorimétrico
semelhante foi conduzido por Kim e colaboradores (2024), que alem de apresentarem o
ensaio colorimétrico como uma forma de quantificar a atividade enzimatica por meio da
medic¢&o da densidade dptica, também apresenta métodos colorimétricos como uma forma
de otimizar o processo laborioso de bioprospeccdo dessas enzimas com métodos
dependentes de cultivo.

Conforme previamente demonstrado por Howard e colaboradores (2023), Robert
e colaboradores (2020) e Joshi e colaboradores (2022), consorcios bacterianos podem ser
uma forma de aumentar a eficiéncia e rapidez do processo de degradacdo de plastico por
enzimas bacterianas. Com isso, foi feito um teste piloto com o objetivo de analisar se a
eficiéncia de cada enzima seria aumentada quando combinada a outras em um
microcosmos. Podem-se especular fatores que podem ter influenciado os resultados
obtidos neste estudo apresentados a partir do microcosmos: a maioria dos plasticos
disponiveis no momento (cortados de embalagens usadas) do experimento eram plasticos
usados, portanto alguns danos presentes na superficie do plastico observada pelo MEV
podem ser marcas de uso e ndo devido a degradacdo bacteriana; além disso o PET usado
no dia a dia é altamente cristalino e resistente, o que dificulta muito a sua degradacao; o
tempo de incubacdo de 56 dias pode néo ter sido suficiente para que algum sinal de

degradacéo do plastico pelo consércio bacteriano fosse detectado nas imagens obtidas.
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Para contornar esses desafios, algumas das solucGes para melhorar o desenho
experimental do microcosmos proposto seriam: utilizar plasticos novos, utilizar PET
amorfo (possui a estrutura menos cristalina, ou seja, menos resistente) nas primeiras
triagens e aumentar o tempo de incubacdo do consorcio como realizado por Chen e
colaboradores (2024). Portanto, esse microcosmos piloto serviu para que, futuramente,
ele seja refeito de uma forma adaptada visando maximizar a eficiéncia de degradagéo de
plasticos pelas enzimas microbianas. Um outro ponto que pode ser mencionado € o fato
de que as estirpes utilizadas nos experimentos foram as selvagens. Dessa maneira,
abordagens de biologia molecular e sintética, por exemplo, podem ser Gteis para otimizar
a expressdo das enzimas-alvo e maximizar sua aplicabilidade na degradacdo de

poliésteres (Kimura et al., 2023; Salem et al., 2023).

7. Conclusoes e perspectivas futuras

No atual trabalho, foi possivel o isolamento e identificagcdo de estirpes bacterianas
a partir de amostras plasticas coletadas na EBJ. Além de testa-las para a producdo de
enzimas e substancias tensoativas com potencial para biorremediacao e, a partir disso,
estabelecer a EBJ (ambiente cronicamente poluido) como um modelo de estudo com
fontes sustentaveis e promissoras para a bioprospecc¢édo de solugdes biotecnologicas com
potencial biorremediador. Os meios padronizados com os substratos TBT e PCL
funcionaram como esperado mediante as referéncias que serviram de base. Com destaque
para as cinco estirpes que obtiveram melhor atividade em MM suplementado com PCL,
A. johnsonii L-S-2.7; S. baltica PT-L-4; Pantoea sp. CD-M-7; V. fluvialis PVC-7; S.
rubidaea L-S-4.6. A caracterizacdo mais especifica das enzimas do grupo das
poliesterases, realizada a partir do sobrenadante bacteriano, foi iniciada e sera conduzida
no futuro, gracas a colaborages estabelecidas ao longo do trabalho. Esse estudo também
reforca a relevancia da abordagem dependente de cultivo e como é favoravel buscar
microrganismos com potencial biorremediador no préprio ambiente poluido, devido a
pressdo seletiva na qual eles estdo inseridos. Importante ressaltar estudos acerca da
identificacdo da plastisfera da BG e caracterizacdo de seu potencial biotecnologico sao

escassos, ainda mais vislumbrando a caracterizacdo do seu potencial biotecnoldgico.
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Coordenadora Geral 6o Projeto
Professora Titular da Escola Politécnica DRHIMA
& do Programa de Engenharia Ocednica da COPPE

Anexo IX: Participacdo na 42 e 52 Feira de Inovacao Biotecnoldgica



©) FEIRA DE INOVAGAO

. BIOTECNOLOGICA O
IMPG E FIOCRUZ

CERTIFICADO

Certificamos que Beatriz Balthazar Abdon

participou da 4° Feira de Inovacgao Biotecnoldgica IMPG
e FIOCRUZ, realizada no dia 26 de outrubro de 2022.

¢ /bwgfb '7/"4{% mw—

57 BIOTECNOLOGICA

IMPG E FIOCRUZ

CERTIFIC PARTICIPACAQ

CERTIFICADO

Certificamos que
Beatriz Balthazar

Participou da 5° Feira de Inovagdo Biotecnolégica do Instituto de
Microbiologia Paulo de Gées
(IMPG) e da Fundagéo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), no dia 24 de
novembro de 2023.

Jﬁlﬂéfb / 7/740/ [

Alane Beatriz Vermelho Marco Aurélio Krieger
Coordenadora Geral Vice-presidente

Anexo X: Apresentacdo de trabalho na XLV JICTAC

ﬁ CERTIFICADO

XLVIICTAC

Certificamos que o trabalho POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE BACTERIAS ISOLADAS DO LIXO PLASTICO NA ENSEADA DE
BOM JESUS, ILHA DO FUNDAO, RIO DE JANEIRO, orientado por MARINELLA SILVA LAPORT e ANNA LUIZA BAUER CANELLAS e
de autoria de BEATRIZ BALTHAZAR ABDON e BRUNO FRANCESCO RODRIGUES DE OLIVEIRA foi apresentado no formato
POSTER VIRTUAL durante a XLV Jornada Giulio Massarani de Iniciacao Cientifica, Tecnolégica e Cultural da UFR] - JICTAC,
realizada no periodo de 08 a 12 de abril de 2024.

Rio de Janeiro, 09 de Agosto de 2024

{ loan (( =)

50 Torres de Mello Neto
Pré-reftor de Pés-graduagdo e Pesquisa

FORUM DE
pR2 W @ OOE o PIBIC o
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Anexo XI: Participacdo na XXVII Semana de Microbiologia e Imunologia da UFRJ
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UFR] - Universidade Federal do Rio de Janeiro
Instituto de Microbiologia Paulo de Coes

- Coordenacio de Extensdo
UFRJ

DECLARACAO

Declaro, para fins de comprovacio de participacdo em evento de

i ido pelo Insti de Paulo de Goes que
Beatriz Balthazar Abdon (apresentadora), Anna Luiza Bauer Canellas e
Marinella Silva Laport

B ° i POTENCIAL
ENZIMATICO DE BACTERIAS ISOLADAS DO LIXO PLASTICO NA ENSEADA DE
BOM JESUS, ILHA DO FUNDAO, RIO DE JANERO na XXVIll Semana de

gia & i de 28 de a2ded
de 2022. O evento foi coordenado pela professora Gabriella da Silva Mendes.

Rio de Janeiro, 16 de outubro de 2023

Ao o s Ao
Ana Maria Mazotio de Almeida
Coordenadora de Extensdo do IMPC/UFR)

Cernro de Cilrcies da Side ~ Ruk Carkes Chaggas Fihs, n® 371 - Bloes T
it £ Panilits - Rl de &

u
CEP.: 21.943-490 - Catus Pental r® 63,060 - Teb/Fax.: |11)1560 8384 (15628753
Emmast coorderecho sxtwsso@rricro ulr Be

u ~ Universidade Federal do Rio de Janeiro
Instituto de Microbiologia Paulo de Coes

= Coordenacio de Extensdo
UFRJ -

DECLARACAO

Declaro, para fins de comprovacio de participacdo em evento de
extensio pl do pelo Insti de jia Paulo de Goes que

Beatriz Balthazar Abdon participou como ouvinte da XXVIII Semana de

ia e logi. da de 28 de a2de de

2022, do 10h de

P O evento foi coordenado pela
professora Cabriella da Silva Mendes.

Rio de Janeiro, 16 de outubro de 2023

AvaWoia s Seeida

Ana Masia Mazoaio de Almeida
Coordenadora de Extensdo do IMPC/UFR)

Cartiro de Coincias e Saniche — Rusm Carlos Chagas Fiths, n? 373 - Blocs T
Odlade Uriverstiris - do #undic - R dv laneo - 1)
CEP: 21943500 - Caies Postal ¥ 61,000 - Tet/Pax (11]2560.-8364 /25626755
-t coorderacio. extemanmicin ufr] e
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Anexo XI1: Apresentagdo de pdster na XXIX Semana de Microbiologia e Imunologia da
UFRJ

oy, I

= CERTIFICADO -
DE PARTICIPAGAO

XXIX SEMANA DE MICROBIOLOGIA E
IMUNOLOGIA

A semana de Microbiologia e Imunologia 2023 certifica que o aluno(a)

Beatriz Balthazar Abdon

Participou da apresentacao de pdsteres, com o trabalho
Potencial Biotecnoldgico de Bactérias Isoladas do Lixo Pléstico na de Bom Jesus, Ilha do Fund&o, Rio de Janeiro

no dia 25 de outubro de 2023, na Universidade Federal do Rio de Janeiro.
Dra. L cia Carneiro i

Anexo XIII: Mencdo Honrosa por apresentacdo de péster na XXX Semana de
Microbiologia e Imunologia da UFRJ

I

CERTIFICADO

DE MENCAO HONROSA

A XXX SMI CERTIFICA QUE

Beatiiy IBatiayas Abdon

Obteve mengao honrosa na apresentagdo de pdsteres da grande érea "Microbiologia
médica" com o projeto "Producdo de esterases, lipases e bioemulsificantes pela plastisfera
da Enseada do Bom Jesus, Ilha do fundso, Baia de Guanabara, Rio de Janeiro" na 30°
Semana de Microbiologia e Imunclogia da Universidade Federal do Rio de Janeiro

LB it
Mierebiclonta

- =

arocrn gard do YO0 Semare & [ureleda

o
do Microbiologla e imunaloglo

Digitalizado com CamScanner
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Anexo XIV: Minicurso realizado durante a XXX Semana de Microbiologia e Imunologia
da UFRJ

CERTIFICADO

DE PARTIC

A XXX SMI CERTIFICA QUE

Beatiiy IBaltihages Nodon

Participou do minicurso "Genética Forense: Criminalistica por Vestigios Bioldgicos" na 30°
Semana de Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro com
carga horéria de 4 horas.

O ovorsz &

CERTIFICADO DE PARTICIPACAO (QSPM

BIOLOGIA

Certifica-se que

Beatriz B. Abdon

fez uma apresentacao oral, no congresso internacional em lingua portuguesa Microbiologia 2024, que
decorreu entre os dias 25 e 27 de novembro de 2024, em formato de video conferéncia, com o trabalho
“Produgio de esterases, lipases e bioemulsificantes pela plastisfera da Enseada de Bom Jesus, Bala de

Guanabara, Rio de Janeiro”.

Pela comissdo organizadora




