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Resumo 

 

O presente trabalho objetivou a verificação do potencial de cepas 

bacterianas endossimbiontes isoladas do intestino de larvas do inseto praga 

Sphenophorus levis (Coleoptera: Curculionidae) para a degradação de 

poliestireno expandido (EPS) por meio de ferramentas bioinformáticas. O estudo 

baseou-se nas observações iniciais do consumo ativo de EPS pelas larvas do 

inseto. Inicialmente, as larvas de S. levis foram submetidas a dissecação 

intestinal para isolamento das cepas mais abundantes e sequenciamento do 

DNA genômico em triplicatas. A identificação das cepas bacterianas foi feita por 

meio dos genes de cópia única, marcadores taxonômicos, obtendo-se genomas 

associados à Microbacterium hominis, Bacillus spp., e Stenotrophomonas 

maltophila. Traços fenotípicos foram preditos a partir da sequência dos genomas 

com elevada acurácia, uma vez que traços como morfologia e sensibilidade ao 

oxigênio concordaram com a caracterização bioquímica das cepas. Genes 

relacionados à degradação do poliestireno foram identificados apenas na cepa 

Bacillus spp. SLBac4, e com esses dados propusemos uma via metabólica de 

biodegradação do EPS. A cepa Bacillus spp. SLBac4 possui quatro enzimas 

envolvidas na oxidação da cadeia lateral e ruptura direta no anel aromático do 

estireno, entretanto, a despolimerização inicial do EPS permanece 

desconhecida. Dentro das quatros enzimas foi caracterizada e comparada a 

estireno monooxigenase por sua especificidade na etapa inicial da degradação 

do EPS. Além disso, atualmente, não há estudos sobre enzimas que degradem 

diretamente o EPS. Nosso estudo fornece as primeiras evidências relacionadas 

a um possível mecanismo metabólico de biodegradação enzimática de bactérias 

do intestino de larvas de S. levis, possibilitando o desenvolvimento de novas 

estratégias futuras para biorremediação de poluentes como o EPS. 

 

Palavras-chaves: Sphenophorus levis, microbioma intestinal, Biodegradação, 

Poliestireno expandido, Estireno monooxigenase, 

 



 
 

 
 

 
 
 

Abstract 

 

The present work aimed to verify the potential of endosymbionts bacterial 

strains isolated from the intestine of larvae of the insect pest Sphenophorus levis 

(Coleoptera: Curculionidae) for the degradation of expanded polystyrene (EPS) 

through the use of bioinformatics tools. The study was based on initial 

observations of active consumption of EPS by the insect larvae. Initially, S. levis 

larvae were submitted to intestinal dissection for isolation of the most abundant 

strains and genomic DNA sequencing in triplicates. The identification of bacterial 

strains was performed using single copy genes, taxonomic markers, obtaining 

genomes associated with Microbacterium hominis, Bacillus spp., and 

Stenotrophomonas maltophila. Phenotypic traits were predicted from the genome 

sequence with high accuracy, since traits such as morphology and oxygen 

sensitivity agreed with the biochemical characterization of the strains. Genes 

related to polystyrene degradation were identified only in the strain Bacillus spp. 

SLBac4, and with these data we proposed a metabolic pathway for EPS 

biodegradation. The Bacillus spp. SLBac4 has four enzymes involved in side-

chain oxidation and direct disruption of the styrene aromatic ring, however, the 

initial depolymerization of EPS remains unknown. Within the four enzymes, 

styrene monooxygenase was characterized and compared for its specificity in the 

initial step of EPS degradation. In addition, currently, there are no studies on 

enzymes that directly degrade EPS. Our study provides the first evidence related 

to a possible metabolic mechanism of enzymatic biodegradation of bacteria from 

the gut of S. levis larvae, enabling the development of new future strategies for 

bioremediation of pollutants such as EPS. 

 

 

Keywords: Sphenophorus levis, gut microbiome, Biodegradation, Expanded 

polystyrene, Styrene monooxygenase, 
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1 Introdução 

Os plásticos sintéticos constituem aproximadamente 80% de materiais 

plásticos descartáveis no mundo, sendo constituídos geralmente por polietileno 

(PE), polipropileno, cloreto de polivinila (PVC), poliestireno (PS), poliuretano 

(PU) ou tereftalato de polietileno (PET), tornando-se fundamentais para quase 

todos os aspectos de nossas vidas (Wilkes et al., 2017). Segundo a Association 

of Plastics Manufacturers Plastics from Europe, a produção global de plásticos 

sintéticos atingiu os 370 milhões de toneladas em 2019 (Plastic-Europe, 2019). 

Prevê-se que para 2050 sejam produzidos 26 bilhões de toneladas de resíduos 

de plásticos, e mais da metade será jogada fora em aterros sanitários ou entrará 

nas ecosferas, através de oceanos e lagos, levando a uma grave poluição 

ambiental (Ru et al., 2020).  

Por outro lado, o poliestireno expandido (EPS) - conhecido popularmente 

como isopor - é um plástico derivado do petróleo constituído por benzeno e 

estireno, usado como material de isolamento térmico, proteção de objetos, entre 

outras aplicações (López Nava et al., 2016; ED Tsochatzis et al., 2021). O EPS 

possui desvantagens no que tange seu descarte quando deixado a decompor-

se no ambiente, por exemplo, pode bloquear o intestino de animais que se 

alimentam do plástico por acidente, bem como potenciais problemas 

socioeconômicos (S. Yang et al., 2018). A alta persistência do EPS no meio 

ambiente deve-se em parte por sua morfologia particular que dificulta a 

degradação, além de unir-se a corpos mais pesados assentando-se por arraste 

nos corpos hídricos e solo (Yance et al., 2017). 

Os métodos atuais de eliminação de resíduos de EPS são principalmente 

aterramento, incineração e reciclagem mecânica ou química (Geyer et al., 

2017b). Consequentemente, é necessário gerar soluções alternativas que 

reduzam os efeitos ambientais dos poluentes secundários gerados nos 

processos descritos anteriormente. Assim, a biodegradação é uma das técnicas 

mais eficientes para o controle da poluição ambiental, mostrando grande 

potencial devido à importância dos microrganismos degradadores de materiais 

orgânicos e xenobióticos. Isto deve-se ao fato de que os processos de 
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autodepuração dos ecossistemas, tende a ser altamente eficiente (Caracciolo et 

al., 2015). 

Os insetos compõem um dos grupos mais diversos de organismos do 

planeta, presentes em diversos ambientes devido aos simbiontes intestinais que 

desempenham um papel importante na adaptação a várias fontes de alimentos 

(Shi et al., 2011). Pelo que vários estudos avaliaram a degradação do EPS por 

insetos como única fonte de alimento e completaram todas as fases de seu ciclo 

de vida fornecendo um biorecurso para a biodegradação de resíduos plásticos 

(Peng et al., 2019; Yang et al., 2018; Kim et al., 2020). Além disso, em nosso 

laboratório de biologia molecular da UFSCar se percebeu o consumo ativo do 

isopor pelo besouro Sphenophorus levis gerando um grande interesse. Portanto, 

é de grande relevância o estudo da microbiota intestinal de insetos com base no 

exposto, sendo uma opção de estudo viável o inseto Sphenophorus levis 

(Coleóptera, Curculionidae), uma praga da cana-de-açúcar que, em estado 

larval, apresenta uma crescente importância econômica e agrícola no Brasil 

(Evangelista et al., 2015). Desse modo, num estudo de Rinke et al. (2011b) foi 

descrita a diversidade da microbiota intestinal das larvas de S. levis em campo 

e laboratório, mediante análises das sequências do gene ribossomal16S (rRNA), 

mostrando que essa microbiota é predominantemente constituída por 

microrganismos celulolíticos e, por conseguinte, podem ter também a 

capacidade para degradar outros compostos complexos como por exemplo, o 

isopor. 

Assim, com o exposto acima, neste trabalho propusemos o isolamento de 

cepas bacterianas cultiváveis da microbiota intestinal de S. levis, uma vez que 

vários estudos demonstraram que a degradação de EPS no intestino de insetos 

se dá pelos microorganismos. Dentro dos isolados se escolheram 4 cepas mais 

abundantes nas placas de crescimento e procedemos com o sequenciamento 

de seus genomas para a prospecção dos genes responsáveis pela degradação 

do isopor. 
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1.1 Plásticos sintéticos  

Os plásticos sintéticos são formados por moléculas hidrofóbicas de cadeia 

longa que, por sua vez, se constituem de unidades moleculares menores 

repetidas. Assim, os plásticos sintéticos são compostos por ligações carbono-

carbono e podem ser caracterizados por sua leveza, resistência, flexibilidade, 

durabilidade, baixo custo e fácil produção (Alex Sivan, 2011). Além disso, nas 

últimas décadas, os materiais plásticos são amplamente empregados nos 

setores de embalagens, transporte, alimentação, têxtil, agrícola, construção civil 

e indústrias médicas (Hammer et al., 2012; Vatseldutt, 2004) 

Por conseguinte, o aumento na demanda global de plásticos acarretou um 

crescente acúmulo desses materiais, gerando poluição ambiental, por 

consequência das técnicas convencionalmente aplicadas para seu descarte 

(aterro e queima), Fig.1 (Jaiswal et al., 2020). Estima-se que entre 9 e 12% dos 

resíduos plásticos globais sejam reciclados ou incinerados, enquanto até 70% 

sejam descartados em aterros ou ambiente natural, o que cria uma necessidade 

de explorar-se métodos inovadores e menos poluentes (Chia et al., 2020; Geyer 

et al., 2017a). Além disso, na maioria dos países, especialmente naqueles em 

desenvolvimento, as deposições em aterro representam o principal método de 

disposição de resíduos plásticos devido ao seu baixo custo, o que ocupa uma 

quantidade relativamente grande de terras. Por outro lado, a incineração pode 

reduzir a demanda de aterros e recuperar energia térmica, mas potencializa os 

efeitos ambientais ao gerar poluentes secundários como monóxido de carbono, 

dioxinas e óxidos de nitrogênio (Rahimi et al., 2017). 
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Figura 1.  Fluxo de resíduos plásticos no ambiente, suas distribuições e destino. 

Adaptado de Chae et al. (2018). 

Nesse contexto, a degradação de plásticos por microrganismos 

representa um método promissor, que visa uma alta eficiência da conversão de 

certos plásticos em produtos mais simples em condições amenas por vias 

aeróbicas e/ou anaeróbicas. Por exemplo, microrganismos que utilizam o 

plástico como fonte de carbono estrutural e energia, geralmente conseguem 

despolimeriza-lo, o que permitiria que seus monômeros sejam facilmente 

degradados no ambiente (Ahmed et al., 2018; Raziyafathima et al., 2016).  

 

1.1.1 Esferovite, Isopor ou Poliestireno expandido (EPS) 

O poliestireno (PS) é um termoplástico sintético, que foi reportado pela 

primeira vez como resíduos na zona eufótica do oceano, ainda na década de 

1970, sendo detectado no ambiente até os dias de hoje (Song et al., 2020). Com 

base em suas diferentes aplicações, o PS foi agrupado como poliestireno de uso 

geral, poliestireno orientado, poliestireno de alto impacto, espuma de PS e EPS 

(Ho et al., 2018). Dos tipos de poliestireno, o EPS é a classe de materiais que 
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apresenta maior crescimento devido às suas diversas aplicações, dentre elas na 

indústria da construção civil, por ser uma espuma leve, porém rígida e com alta 

resistência ao impacto (Tafreshi et al., 2020).   

  O EPS é um polímero de espuma solidificada composto de cadeias de 

monômeros de estireno, composto por ar (98%) e matéria prima originada do 

petróleo - 2% (Maharana et al., 2007; Ramli Sulong et al., 2019). Atualmente, o 

poliestireno contribui com cerca de 6,4% do total de plásticos produzidos (Wang 

et al., 2021), sendo também altamente recalcitrante, devido à alta massa 

molecular e estrutura complexa - Fig. 2. A recalcitrância dos produtos derivados 

do EPS leva à problemas ambientais, pois seus resíduos podem permanecer no 

solo, na água e em aterros por muito tempo (Zhang et al., 2020). 

 

 

Figura 2. Estrutura de um monômero do poliestireno expandido EPS. Adaptado de 

Mohanan et al. (2020). 

 

1.2 Relevância da biodegradação por bactérias 

A degradação de plásticos é uma transformação do polímero original em 

subunidades menores por meio da quebra de ligações através de processos 

físicos, químicos ou biológicos, acarretando alterações nas propriedades físico-

químicas do plástico. Além disso, a degradação de plásticos é considerada um 

processo complexo que depende de vários fatores, como disponibilidade de um 

substrato, características da superfície, morfologia e peso molecular dos 

polímeros (Harrison et al., 2018). Processos abióticos de degradação incluem: 

métodos térmicos, degradação baseada em ozônio, foto-oxidação, catálise e 
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métodos mecanoquímicos, alternativamente a biodegradação ocorre quando a 

degradação de uma molécula se dá por agentes biológicos (Rodrigues et al., 

2010) e se apresenta como uma abordagem econômica e ecológica, Fig. 3 

(Chamas et al., 2020; Singh et al., 2008).  

 

 

Figura 3. Combinação de fatores abióticos e bióticos no processo de biodegradação 

de plásticos. Adaptado de Wei et al. (2017). 

Apesar dos plásticos serem produtos quimicamente sintetizados, já foram 

identificados mais de 90 microrganismos capazes de metabolizá-los, 

principalmente em condições in vitro (Matjašič et al., 2021). Estes 

microrganismos conseguem biodegradar plásticos mediante dois tipos de 

enzimas, as intra- e extracelulares (Bano et al., 2017). Nesse último caso, as 

bactérias secretam enzimas, por exemplo, as despolimerases extracelulares. 

Estas convertem o plástico em monômeros, dímeros e oligômeros que podem 

permear a membrana celular bacteriana e então serem utilizados como fonte de 

carbono e energia. Dessa forma, a biodegradação envolve a utilização de 

microrganismos que produzem enzimas para reduzir os plásticos a fontes de 

alimento para estas espécies (Cunha et al., 2018; Díez-Méndez et al., 2019). 
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Vários tipos de plásticos sintéticos têm sido objeto de estudos de 

biodegradação através de microrganismos isolados, Tabela 1. Estudos prévios 

relatam a biodegradação de plásticos, tais como o polietileno, por agentes 

bacterianos pertencentes a mais de 20 gêneros bacterianos avaliados (Sunil et 

al., 2020). Em termos bioquímicos, a literatura disponível sobre os processos de 

biodegradação ainda é incipiente.  Polímeros como o polietileno de baixa 

densidade e o polipropileno foram estudados quanto à sua degradação por 

consórcios bacterianos formulados a partir de esterco de vaca, resultando em 

uma redução na massa molecular do plástico de 64,25 ± 2% e 63,00 ± 2%, 

respectivamente, com 60 dias de exposição ao consórcio (Skariyachan et al., 

2021). Poucas espécies microbianas como Kluyveromyces sp., Bacillus spp., 

Rhodotorula aurantiaca e Aureobasidium pullulans, se mostraram capazes de 

degradar e colonizar o policloreto de vinila (PVC). Por sua vez, outras espécies 

têm mostrado alta capacidade de biorremediação de PVC como Pseudomonas 

fluorescens FS1, Mycobacterium sp. e a Coryneform (Khandare et al., 2021). Por 

fim, o tereftalato de polietileno (PET) e poliuretano são alvos de hidrolases 

microbianas, enquanto a despolimerização de polímeros não-hidrolisáveis 

requer enzimas com alto potencial redox para clivar oxidativamente as ligações 

carbono-carbono (Peng et al., 2020).  
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Tabela 1. Principais grupos bacterianos responsáveis pela biodegradação de plásticos. 

Adaptado de Matjašič et al. (2021). 

Polímero Filo 

Bactérias 
identificadas 
capazes da 

biodegradação de 
plástico 

 
Referencia 

Polietileno de baixa 
densidade 

Proteobacteria 

Acinetobacter 
pitti, Alcanivorax 
borkumensis, Citroba
cter 
Amalonaticus, Delftia 
tsuruhatensis, Esche
richia coli, 
Klebsiella sp., Ochro
bactrum 
intermedium, O. oryz
ae,O. pseudintermed
ium, Pseudomonas 
aeruginosa, P. aerug
inosa 
SKN1 (ID: 9702593),
 P. citronellolis EMB
S027 
KF361478, P. putida,
 Pseudomonas spp., 
Stenotrophomonas 
humi, S. maltophilia, 
S. pavanii CC18, P. 
stutzeri 

 
 
 
 
 
 
 
 

(Anwar et al., 2013; 
Kyaw et al., 2012; 
Skariyachan et al., 
2017) (Anbuselvi et 
al., 2015; Kyaw et 

al., 2012) 
 

Polietileno de baixa 
densidade 

Proteobacteria 

Enterobacter 
asburiae, Enterobact
er cloacae 
AKS7, Pseudomona
s spp., Stenotropho
monas spp. 

 
(Jeon et al., 2016; 
Skariyachan et al., 

2016) 

Polietileno Actinobactérias 
Cepa Rhodococcus 
ruber C208 

(Santo et al., 2013) 

Polietileno Actinobactérias 

Arthrobacter spp., 
Consórcio 
de: Arthrobacter, Cur
tobacterium, Gordoni
a e Rhodococcus 

(Jin et al., 2017; 
Puglisi et al., 2019) 

Polietileno Firmicutes 
Lysinibacillus 
fusiformis 

(Mukherjee et al., 
2017) 
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Polietileno Firmicutes 

Bacillus spp., 
B. gottheilii, B. cereu
s, Staphylococcus sp
., 
Streptococcus sp. 

 
(Kathiresan, 2003) 

         Polietileno Fusobacteria Sebaldella termitidis 
(Brandon et al., 

2018) 

Poliestireno 
Deinococcus 

Thermus 
Thermus sp. 

(Naima et al., 2010) 

Poliestireno Bacteriodetes 
Saprospiraceae não 
classificada 

(Brandon et al., 
2018) 

Poliestireno 
Firmicutes,Proteobac
teria & Tenericutes 

Spiroplasmataceae, 
Enterococcaceae, 
Enterobacteriaceae 

 
(Peng et al., 2019) 

Poliestireno Firmicutes 

AneuriniBacillus 
spp., Bacillus spp., B
reviBacillus spp., 
Desulfotomaculum s
p., GeoBacillus 
spp., Proteiniclasticu
m sp. 

 
(Mohan et al., 2016; 
Yang et al., 2015) 

Poliestireno Nitrospirae Nitrospira defluvii (Sekhar et al., 2016) 

Poliestireno Proteobacteria 

Alcaligenes sp., Citro
bactersedlakii, Enter
obacter sp., Pseudo
monas spp. 

 
(Mohan et al., 2016; 
Sekhar et al., 2016) 

Poliuretano Firmicutes Bacillus subtilis (Stepien et al., 2017) 

Poliuretano Firmicutes Bacillus spp. AF8 (Shah et al., 2008) 

Polipropileno Actinobactérias 
Rhodococcus sp. ce
pa 37 

(H. S. Auta et al., 
2018) 

Polipropileno Firmicutes 

Bacillus 
flexus AB021185, 
B. flexus FJ948078, 
B. subtilis GQ241354 

 
(Arkatkar et al., 

2009; Arkatkar et al., 
2010) 

Polipropileno Proteobacteria 
Pseudomonas 
chlororaphis, P. stutz
eri, Vibrio sp. 

 
(Sharma et al., 2004) 

Polietileno tereftalato Firmicutes 
Bacillus 
gottheilii, B. cereus, 
B. muralis 

 
(H. Auta et al., 2017; 
Narciso-Ortiz et al., 

2020) 

Polietileno tereftalato Proteobacteria 
Ideonella 
sakaiensis 201-F6 

(Yoshida et al., 
2016) 

PVC Actinobactérias 
Microccocus sp. PV
C-4 

(Patil et al., 2016a) 
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PVC 
Actinobactérias e 

Firmicutes 

Cepa recombinante 
N-2 (Microccocus sp. 
PVC-4 e Bacillus 
spp. PVA-7) 

 
(Patil et al., 2016a) 

PVC Firmicutes Bacillus spp. (Patil et al., 2016b) 

PVC Firmicutes Bacillus flexus 
(Giacomucci et al., 

2019) 

 
  

No caso do PS, há descrição de elevada ação enzimática associada à β-

galactosidase, fosfatase ácida, β-glucuronidase, naftol-AS-BI-fosfohidrolase, 

leucina arilamidase e fosfatase alcalina na biodegradação por comunidades 

bacterianas de larvas de Tenebrio molitor (Przemieniecki et al., 2020). Por sua 

vez, pesquisas têm associado a biodegradação de EPS a microrganismos 

entéricos, uma vez que podem liberar enzimas oxidativas extracelulares que 

auxiliam a despolimerização de EPS. Entretanto, o exato mecanismo de 

biodegradação ainda não é conhecido com exatidão (S.-S. Yang et al., 2018). 

Ainda com relação ao EPS, relatos relacionados a larvas de Tenebrio molitor 

testadas em ensaios de biodegradação ao longo de 60 dias revelaram 

despolimerização e oxidação do polímero através da comunidade microbiana 

intestinal do inseto (Peng et al., 2020). Dentre os microrganismos degradadores 

de EPS encontram-se as bactérias Exiguobacterium sp. YT2 e Rhodococcus 

ruber. Estudos prévios sugerem que haja um papel ativo das bactérias 

degradadoras com base na maior inibição da degradação de EPS pela 

gentamicina, que inibiu o crescimento de Exiguobacterium sp. YT2, reduzindo a 

taxa de degradação do polímero por larvas de Tenebrio molitor (Bae et al., 2021).   
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1.3 Mecanismo de biodegradação  

A degradação dos plásticos começa com a transformação do polímero 

original em subunidades menores por meio da quebra de ligações através de 

processos químicos, físicos e biológicos, envolvendo diversos fatores que 

incluem características como a mobilidade, peso molecular, tipos de grupos 

funcionais, caráter cristalino, e aditivos presentes nos polímeros (Bahl et al., 

2021). Dentro dos processos de degradação se incluem: degradação 

fotooxidativa, térmica, catalítica, induzida por ozônio e biodegradação, mais 

estes processos terminam gerando um impacto negativo no meio ambiente em 

comparação da biodegradação que apresenta uma abordagem mais econômica 

e uma técnica mais amigável com o meio ambiente devido a que utiliza agentes 

biológicos. Neste processo de degradação, os microrganismos se aderem à 

superfície do material, levando à redução do peso molecular, dessa forma, 

convertem o polímero em seus monômeros e posteriormente os mineralizam 

(Iram et al., 2019). Uma forma de biodegradação microbiana é a interação 

enzimática sobre os plásticos, por meio da qual ocorre a hidrólise seguida pelo 

ataque de enzimas aos constituintes de menor massa molecular liberados, como 

mono-/oligômeros livres (Mohanan et al., 2020). Algumas das principais enzimas 

secretadas são principalmente lipases, proteinases do tipo K e desidrogenases 

(Pathak, 2017). Os principais mecanismos de biodegradação do esqueleto de 

carbono (-C-C-) dos plásticos estão mostrados na Fig. 4. 
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Figura 4. Via de degradação microbiana para a ruptura do esqueleto de carbono de 

plásticos sintéticos. Adaptado de Montazer et al. (2020) e Ru et al. (2020). 
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1.4 Interação inseto – microrganismos 

  A evolução das características ecológicas e/ou hábitos alimentares dos 

insetos ocorrem em conjunto aos seus microrganismos (Almeida et al., 2017). 

Assim, uma notável diversidade de microrganismos coexiste por longos prazos, 

adaptando-se especificamente ao nicho de insetos hospedeiros, tendo 

participação essencial para os mesmos, o que constitui relações de simbiose 

(Xie et al., 2019). O consórcio de bactérias degradadoras de polissacarídeos 

identificado a partir do intestino de um inseto é o responsável pela degradação 

de compostos vegetais indigeríveis pelo hospedeiro, como celulose, xilano e 

pectina (Adams et al., 2011; B. Chen et al., 2018). Os microrganismos simbiontes 

de insetos pragas incluem bactérias, arquéias, fungos e outros eucariotos 

unicelulares, que ajudam a proteger os insetos hospedeiros contra patógenos e 

outros parasitas. Estes microrganismos possuem enzimas específicas, toxinas 

seletivas, ou ocasionam ainda a modificação do sistema imunológico do inseto, 

e podem ainda ser transmitidos verticalmente (Douglas, 2015; Nasir et al., 2003). 

Estima-se que até 20% de todos os insetos são obrigatoriamente associados a 

microrganismos simbióticos, e é provável que essa simbiose seja essencial para 

seu sucesso evolutivo (Feldhaar et al., 2009). Como exemplo de sucesso, 

encontra-se a capacidade de resposta alimentar - uma excelente atividade de 

degradação de xenobióticos, geralmente atribuída aos simbiontes microbianos 

intestinais (Engel et al., 2013; Yang et al., 2014). Consequentemente, há um 

crescente interesse para implementação de microrganismos simbiontes isolados 

de insetos como ferramentas para a descontaminação e biorremediação, 

baseados na capacidade do hospedeiro de se alimentar de polímeros sintéticos, 

Fig. 5. 
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Figura 5. Espécies de insetos que podem consumir diferentes tipos de plástico 

sintético. Adaptado de Ali et al. (2021). 

Os microrganismos simbiontes dos insetos pragas podem ser divididos 

em quatro categorias, baseadas na localização em que se encontram no corpo 

do inseto (Rosenblueth et al., 2018), sendo elas:  

1. endossimbiontes primários ou essenciais, 

2. endossimbiontes facultativos ou secundários, 

3. simbiontes intestinais em criptase, e 

4. Simbiontes intestinais. 

Os endossimbiontes primários têm a capacidade de sintetizar os 

nutrientes necessários que faltam aos seus hospedeiros, se localizam em células 

especializadas chamadas bacteriócitos e têm uma relação mutualística 
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obrigatória com o seu hospedeiro (Hu et al., 2020). Os endossimbiontes 

facultativos são conhecidos por aumentar a tolerância de seus hospedeiros ao 

estresse ambiental, como choques de calor, ou protegê-los contra inimigos 

naturais, como fungos patogênicos ou vespas parasitas, embora esses 

simbiontes não sejam essenciais para a sobrevivência do hospedeiro. Muitas 

vezes, os endossimbiontes facultativos ajudam a entender a ecologia dos 

insetos, bem como suas áreas de distribuição e interações com outros membros 

da comunidade (Zytynska et al., 2019). Os simbiontes intestinais em criptas tem 

sido descrito em alguns insetos da superfamília Pentatomorpha e são 

transmitidos verticalmente ou adquiridos do meio ambiente pelos alimentos 

(Kikuchi et al., 2008). De modo geral, os microrganismos simbiontes intestinais 

são os responsáveis diretos na degradação de compostos químicos complexos 

como polímeros sintéticos e/ou biológicos e toxinas, podendo ser transferidos 

verticalmente da mãe para a prole por contaminação fecal, coprofagia e trofalaxia 

que leva à inoculação da bactéria intestinal na progênie (Rahman et al., 2015; 

Salem et al., 2015).  

As categorias de simbiontes diferem no fato de terem plasticidade 

genômica, permitindo que as diferentes espécies possam adquirir novas 

habilidades à medida do processo de coevolução com os hospedeiros. Em 

particular, os genomas de simbiontes transmitidos verticalmente normalmente 

sofrem extensa perda de genes ao longo de sua evolução ao invés de 

incorporarem novos genes, o que reduz as capacidades metabólicas e gera uma 

maior dependência desses simbiontes para com o hospedeiro (Hansen et al., 

2014).  

 

1.5 Sphenophorus levis: o bicudo da cana 

A ocorrência de Sphenophorus levis (Coleoptera: Curculionidae), 

conhecido como gorgulho ou bicudo, está restrita a América do Sul, encontrando-

se principalmente no norte da Argentina, Paraguai e Brasil e se desenvolve 

principalmente na cana-de-açúcar. Este besouro foi descrito como uma praga 

em 1977 e classificada como uma nova espécie em 1978 (Casteliani et al., 2020; 

Zarbin et al., 2003). No Brasil, o inseto é considerado uma praga primária da 
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cana-de-açúcar, devido aos danos causados por sua larva ao destruir a parte 

subterrânea da base da planta e os caules, Fig. 6B (Barreto-Triana et al., 2014). 

As larvas abrem túneis no rizoma da planta, resultando na morte de até 60% dos 

perfilhos, perdas na produção de até o 30% e redução da longevidade das 

plantas (Silva et al., 2021). 

 

 

Figura 6. Habitat do inseto bicudo Sphenophorus levis. A) Ciclo biológico, e B) extração 

da larva na planta de cana-de-açúcar. Adaptado de Casteliani et al. (2020) e Degaspari 

et al. (1987a). 

  O ciclo biológico segundo Degaspari et al. (1987a) em condições de 

laboratório de 27 a 30ºC e fotoperíodo de 12 h, varia entre 58 e 307 dias, com 

média de 173,2 dias; no caso das fêmeas pode durar até 249 dias e os machos 

até 247 dias. Recém-eclodidas, as larvas de S. levis têm coloração branco-

leitosa, e conforme se desenvolvem mudam até o amarelo, apresentando 

cabeça castanho-avermelhada com mandíbulas bem desenvolvidas, altamente 

sensíveis ao calor e à desidratação. Quando próxima à fase de pupa, a larva 

amplia a galeria de localização, pausando os movimentos e alimentação. 

Consecutivamente, a larva diminui seu tamanho, transformando-se em pupa. O 

período pupal tem uma duração média de 5 a 13 dias, com viabilidade de 93,5%, 
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as pupas de cor branca-leitosa à medida em que se transformam em adultos 

adquirem a coloração castanha, Fig. 6a (Degaspari et al., 1987a; Wadt, 2016). 

 

1.5.1 Microbiota intestinal de S. levis  

O trato gastrointestinal de insetos pragas como S. levis representa uma 

fonte rica para prospecção biotecnológica de novas linhagens de 

microrganismos com potencial para degradação de diversos polímeros 

biológicos e sintéticos. Consequentemente, o sequenciamento do gene 16S 

rRNA tem sido relatado como uma ferramenta indispensável no estudo de 

comunidades de intestino de insetos (Engel et al., 2013). Sequências do gene 

do RNA 16S ribossomal16S rRNA), da subunidade menor do ribossomo 

bacteriano, são universalmente distribuídas e servem de marcadores 

taxonômicos, pois contém regiões altamente conservadas em todo o domínio 

Bactéria e simultaneamente, regiões variáveis que podem ser específicas para 

um determinado táxon (Salmonová et al., 2017). Embora as tecnologias estejam 

disponíveis razoavelmente há um longo período, poucos estudos se ocuparam 

do sequenciamento de genes de 16S rRNA relacionado à identificação de 

microrganismos intestinais de S. levis com interesses biotecnológicos, Tabela 2. 

Rinke et al. (2011b; Milano, 2012) isolaram e identificaram por 

sequenciamento do gene 16S rRNA bactérias do trato digestivo de S. levis com 

atividade enzimática relacionadas aos gêneros Bacillus, Enterobacter e Serratia, 

assim como isolados relacionados à B. amyloliquefaciens, envolvidos na 

degradação de celulose. o que permitiu ter conhecimento prévio sobre a 

diversidade bacteriana da microbiota intestinal de S. levis. Aqueles autores ainda 

avaliaram a capacidade de degradação de celulose desses microrganismos 

contribuindo com estudos voltados à degradação da biomassa e resíduos de 

origem lignocelulolíticos. Assim, estudos sobre as bactérias intestinais deste 

inseto que são capazes de degradar estruturas complexas podem ser 

importantes para explorar o potencial de estes microrganismos frente a possíveis 

poluentes orgânicos. 
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Tabela 2. Composição das comunidades bacterianas do intestino de S. levis criado em 

laboratório com dieta artificial e outros coletados diretamente do campo. Adaptado de 

Rinke et al. (2011b). 

Filiação filogenética Identidade Isolamento 
Gama-proteobacteria Candidatus Nardonella Laboratório/Campo 

Enterobacteriaceae Buchnera sp Campo 

 Klebsiella sp Laboratório/Campo 

 Citrobacter sp Laboratório 

 Raoultella sp Campo 

 Enterobacter sp Campo 

 Uncultured Enterobacteriaceae Laboratório 

 Enterobacter cloacae Laboratório 

Moraxellaceae Acinetobacter sp Laboratório/Campo 

Burkholderiaceae Burkholderia sp Laboratório 

Comamonadaceae  Diaphorobacter sp Laboratório 

Methylophilaceae  Methylophilus sp Laboratório 

Caulobacteraceae  Caulobacter sp Laboratório 

Streptococcaceae  Streptococcus sp Laboratório 

 Lactococcus sp Campo 

Leuconostocaceae  Leuconostoc sp Campo 

Flavobacteriaceae  Uncultured Flavobacteriaceae Laboratório 

Sphingobacteriaceae  Sphingobacterium sp Campo 

Bacillaceae Bacillus amyloliquefaciens Laboratório 
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1.6 Objetivos 

 

1.6.1 Geral 

       Considerando a simbiose entre inseto e microrganismos, evidências do 

consumo de PS por larvas de S. levis e os problemas ambientais causados pelo 

uso de plásticos derivados do petróleo, o presente trabalho objetiva avaliar o 

potencial genômico de microrganismos simbiontes isolados de larvas do inseto 

praga Sphenophorus levis para biodegradação de EPS. 

 

1.6.2 Específicos  

● Isolar microrganismos simbiontes do intestino da larva S. levis; 

● Identificar os microrganismos mais abundantes nas placas e preservar as 

cepas puras;  

● Sequenciar, montar e anotar os genomas das cepas bacterianas isoladas; 

● Avaliar o potencial fenotípico dos isolados por meio de machine learning; 

● Identificar genes relacionados à biodegradação de polímeros derivados 

de petróleo, em especial o EPS; 

● Montar uma via putativa de biodegradação de EPS e seus derivados. 

● Caracterizar in sílico e identificar os motivos conservados do gene 

estireno monooxigenase de Bacillus sp. SLBac4  
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1.7 Justificativa 

O crescente acúmulo e persistência de resíduos de poliestireno 

expandido ou isopor nos ecossistemas terrestres e aquáticos tornou-se um grave 

problema ambiental e social. Dessa forma, surgiu a necessidade de desenvolver 

abordagens para a eliminação de EPS de uma maneira eficaz e limpa, e assim, 

mitigar os efeitos causados no meio ambiente e na saúde. 

Recentemente, simbiontes microbianos intestinais associados a larvas de 

T. molitor foram mostrados como essenciais para a biodegradação de isopor por 

esse inseto. Há uma crescente aplicação da biodegradação como uma 

estratégia promissora, para o tratamento de resíduos de plásticos sintéticos por 

microrganismos e sua despolimerização enzimática dos plásticos em formas 

mais simples, tais como monômeros. 

Estudos mostram que há uma variedade de microrganismos 

lignocelulolíticos associados às larvas de S. levis. Devido à grande capacidade 

degradadora dessa microbiota, há uma relevância em avaliar-se o potencial de 

biodegradação de isopor por bactérias isoladas da microbiota intestinal de larvas 

S. levis, haja visto que além de ser um inseto praga com a capacidade de se 

alimentar de materiais complexos, suas larvas em laboratório se alimentam 

ativamente de EPS, o que chamou a atenção de nosso grupo de pesquisa.  
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2 Materiais e Métodos 

 

2.1 Origem das larvas de S. levis  

     As larvas de Sphenophorus levis foram fornecidas através de insumos 

biológicos Pragas.com (Rua princesa Isabel, 575, Piracicaba- SP). 

Posteriormente foram conservadas e mantidas até os ensaios de dissecação 

intestinal com variação de temperatura de 27 a 30ºC, com 12h de luz e a dieta 

alimentar utilizada foi modificada de Degaspari et al. (1987b) e é mostrada na 

Tabela 3. 

 

    Tabela 3. Composição da dieta alimentar para larvas de S. levis. 

Ingrediente 
Massa

* (g) 
Proporção*

** (%) 

Caseína 122 25.50 
Sais de wesson 35 7.31 
Açúcar 76 15.88 
Germe de trigo 108 22.57 
Bagaço de cana de açúcar 30 6.27 
Acetato ascórbico 15 3.13 
Wintomylon 2.5 0.52 
Caragenato 90 18.81 

Solução KOH 35 7.31 

Solução B 53 11.08 
 
* A massa total foi diluída em 1100 mL de H2O, e misturada com 35 mL de KOH 1M e 53 mL de 

uma solução (70g nipagin e 70 g ácido sórbico em 800 mL de álcool) 

 ** Relação do ingrediente na composição 

 

2.2 Dissecação intestinal 

Três larvas foram utilizadas para dissecação do intestino, mantendo em 

gelo por 10 min e posteriormente as larvas foram submersas em etanol 70% (v/v) 

por 3 min para desinfecção externa e em seguida imersas em solução de tampão 

fosfato salino (PBS) 1x como se apresenta na Fig. 7.  

As cabeças das larvas cortadas foram colocadas à disposição numa placa 

de Petri contendo PBS 1x e o conteúdo interno (intestino e corpo gorduroso) 

sendo separados da carcaça com auxílio de pinças e agulhas. Os intestinos 

totais de cada larva foram removidos e armazenados individualmente em tubo 
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de 1,5 ml contendo 600 µl de tampão Tris-EDTA 1x e levado ao vórtex por 5 min 

para auxiliar a remoção da microbiota da parede intestinal. 

 

 

Figura 7. Etapas da dissecação intestinal de larvas de Sphenophorus levis. A) 

desinfecção externa da larva com etanol 70%, B) Incisão da cabeça da larva com auxílio 

de pinças e C) intestino da larva em solução PBS. 

 

2.3 Cultivos bacterianos 

Para os cultivos bacterianos foram utilizados os intestinos inteiros das 4 

larvas obtidas. O isolamento dos microrganismos utilizou a metodologia descrita 

por Rinke et al. (2011b). Após da dissecação das larvas descritas no item 2.1 

foram realizadas diluições seriadas de 100 a 10-8, adicionando 100 µl da 

suspensão bacteriana e 900 µl do tampão PBS ajustando um volumem final de 

1000 µl para cada amostra e plaqueadas em três tipos de meios: 

 

(i) Ágar de caseína tríptica de soja (TSA, Difco laboratories: 15 g/L 

caseína pancreática digestiva, 5 g/L papaína de soja, 5 g/L cloreto de 

sódio, 15 g/L ágar, pH 7,0), 

(ii) Ágar Batata-Dextrose (PDA: 200 g/L extrato de batata, 20 g/L 

dextrose, 15 g/L ágar, pH 5,0), 
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(iii) Ágar Luria Bertani (LB: 10 g/L caseína enzimática, 5 g/L hidrolisado, 

10 g/L extrato de levedura, 15 g/L Cloreto de Sódio 15 g/L ágar, pH 

7,0). 

As placas foram incubadas a 30°C durante 10 dias, sendo observadas 

diariamente após 10 dias de cultivo. Realizou-se a contagem das colônias dos 

isolados direitos do estereoscópio e as colônias foram repicadas visando a 

separação em culturas puras e após o repique individual, as cepas foram 

preservadas no freezer a -80 ºC. As 4 cepas bacterianas mais abundantes na 

contagem das placas tiveram um intervalo de precisão e repetibilidade de 10 a 

25 colônias nas placas de 10x-6, sendo reativadas e utilizadas para o teste da 

coloração de Gram e isolamento de DNA genômico. 

 

2.4 Extração de DNA genômico de isolados bacterianos do intestino de S. 

levis 

As 4 (quatro) cepas dominantes foram repicadas para meio líquido LB a 

37ºC no Shacker a 125 rpm por 6 dias. Após o crescimento das bactérias em 

meio líquido, utilizou-se 1,0 ml das culturas puras que foi centrifugado durante 

10 minutos a 4ºC e 10.000 rpm, e o sobrenadante foi descartado. O pellet 

(biomassa) foi utilizado para a extração de DNA mediante o protocolo do kit de 

preparação de DNA genômico de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas da 

CELLCO, Biotec do Brasil LTDA (Lt. 1808D11301). O DNA extraído foi analisado 

em gel de agarose 1% para avaliar a sua qualidade para posterior 

sequenciamento, como mostrado na Fig. 8.   
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Figura 8. Extratos de DNA das cepas bacterianas isoladas do intestino de S. levis MM 

(Generuler 1kb -Thermo Scientific marcador). 

 

2.5 Sequenciamento de DNA genômico de isolados bacterianos do 

intestino de S. levis      

Os DNAs extraídos a partir do cultivo líquido das bactérias foram 

quantificados mediante eletroforese em gel de agarose 1%. Utilizando 1,0 ng 

(nanograma) de cada amostra, preparou-se as bibliotecas com o kit Nextera XT 

DNA Library Preparation (Illumina) conforme o seguinte fluxo de trabalho: (i) 

Tagmentação do DNA genômico, (ii) amplificação das bibliotecas, (iii) limpeza 

das bibliotecas, (iv) normalização das bibliotecas, e (v) pool de bibliotecas. O 

sequenciamento foi realizado no laboratório de biologia molecular (LBM) do 

Departamento de Genética e Evolução da Universidade Federal de São Carlos 

(DGE/UFSCar), em um equipamento NextSeq 550 utilizando-se um cartucho de 

sequenciamento NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2.5 (150 Ciclos), com uma 

concentração de carregamento de 1.5pM, a qual finalizou com seguintes 

métricas: 
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- rendimento:  24.35 Gbp (esperado era 16.25–19.5 Gb para uma 

corrida com 2 × 76 bp - Mid-Output Kit), 

- densidade: 186 a 193 K/mm2 (Optimal Raw Cluster Density for 

NextSeq550: 170-220 K/mm2), 

- porcentagem dos reads acima de Q30:  93.87% (> 80% para uma 

corrida com 2 × 76 bp Mid-Output Kit). 

Com base na análise das métricas o rendimento total foi considerado 

acima do especificado, com a qualidade dos dados gerados sendo excelente.                      

 

2.6 Montagem e anotação gênica 

A montagem é uma das principais etapas de análise do sequenciamento 

e também uma etapa crucial para o trabalho. Por tanto as reads foram trimadas 

utilizando o software Trimmomatic v.0.40 (Bolger et al., 2014) com as 

configurações para uma remoção de clipes adaptadores e trimagem suave das 

regiões de baixa qualidade: ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10:2:True 

LEADING:3 TRAILING:3 MINLEN:36. A qualidade das reads foi inferida com o 

programa FastQC v.0.11.9 antes e após o procedimento de remoção de regiões 

de baixa qualidade, garantindo que as reads tivessem qualidade média por 

posição maior ou igual a um Phred score de 28. 

Depois realizou-se uma montagem em conjunto (co-assembly) das 

replicatas de sequenciamento para cada genoma com o software MEGAHIT 

v.1.2.9 (Li et al., 2015; Li et al., 2016) utilizando o modo 'meta-sensitive' e 

comprimento mínimo de contig de 250pb. Similarmente, realizou-se a montagem 

com o software Unicycler v.0.4.9 (Wick et al., 2017b), seguindo-se as 

recomendações de Wick et al. (2017a) para obtenção de genomas bacterianos 

completos com o comprimento mínimo de contigs de 250pb. Um terceiro 

programa de montagem de reads foi testado, SKESA-SAUTE v.2.11.0 (Souvorov 

et al., 2018; Souvorov et al., 2021) com as configurações em default. As três 

montagens foram reunidas com auxílio do software MeDuSa v.1.6 (Bosi et al., 

2015), utilizando-se como draft de partida cada output dos montadores 

anteriormente citados e os outros drafts como referência em uma abordagem 

baseada em gráficos. As três montagens em scaffold obtido com o programa 
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MeDuSa v.1.6 foram avaliados com o auxílio do programa Quast 5.0.2 (Gurevich 

et al., 2013) e o melhor rascunho foi selecionado com base nas estatísticas de 

N50, L50, comprimento e número de genes completos. 

O genoma selecionado foi classificado taxonomicamente dentro da 

organização de conglomerados de genomas de uma mesma espécie (specI) 

feitos com marcadores genômicos de cópia única (Mende et al., 2020) por meio 

do programa progenomes_classifier 

(https://github.com/AlessioMilanese/progenomes_classifier) Em seguida, 

anotou-se os genomas com auxílio do programa Prokka v.1.14.5 (Seemann, 

2014) utilizando-se a definição taxonômica obtida anteriormente e todos os 

bancos de proteínas disponíveis no pipeline. As anotações foram 

complementadas com a predição de fenótipos por meio do uso do software 

Traitar v.1.1.2 (Weimann et al., 2016a). 

 

2.7 Análises de vias metabólicas  

Uma anotação mais precisa do metabolismo global foi gerada. Os 

genomas selecionados tiveram suas proteínas reanotadas com base no banco 

de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) por meio do 

software 'Assign KO tool' https://www.kegg.jp/kegg/mapper/assign_ko.html), e 

mais tarde, avaliados através do mapa metabólico produzido pelo programa 

'Reconstruct'(https://www.genome.jp/kegg/mapper/reconstruct.html).  

 Genes específicos para a degradação de EPS foram buscados no NCBI 

(ncbi.nlm.nih.gov/) e PFAM (pfam.xfam.org/) e após a eliminação de redundância 

foram usados como referência para anotação das principais famílias de interesse 

mostradas na Tabela 4. O banco de dados resultante foi buscado contra os 

genes preditos nos genomas com o programa Prodigal v.2.6.3 (Hyatt et al., 

2010), obtidos durante a análise do programa Prokka v.1.14.5. Essa busca foi 

realizada por meio de um alinhamento performado com auxílio do software 

MMSeqs2 13-45111 (Steinegger et al., 2017). Proteínas com cobertura maior 

que 50% e E-value menor que 1e-5 foram mantidas. O melhor hit para cada 

proteína foi obtido e anotado como tal. 
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Tabela 4. Genes referência utilizados para busca da via de degradação do EPS. 

Anexo1. 

Sequência 
(# de 

acesso) 

# Família 
(Pfam)  

Função  Ref. 

O50214 PF17885 Catalisa o primeiro passo para via de 
degradação aeróbica do estireno por ação 
enantiosseletiva epoxidação da cadeia 
lateral do vinil.  

(Otto et 
al., 2004) 

O06836  Catalisa a segunda etapa da via de 
degradação aeróbia do estireno pela 
conversão do epoxiestireno ao 
fenilacetaldeído 

(Beltramet
ti et al., 
1997) 

O06837 PF00171 

Catalisa o último passo na via de 
degradação aeróbica do estireno mediando 
a oxidação do fenilacetaldeído em ácido 
fenilacético 

(Beltramet
ti et al., 
1997) 

Q9Y7G5 PF00067 

Catalisa a hidroxilação de fenilacetato para 
2-Hidroxifenilacetato na via do 
homogentisado 

(Mingot et 
al., 1999) 

Q88E47 PF20510 

Catalisa a clivagem do anel oxidativo do anel 
aromático de 2,5-di-hidroxifenilacetato para 
dar maleilacetoacetato. 

(Arias-
Barrau et 
al., 2004) 

P54721 PF00903 Envolvido na meta clivagem do catecol para 
semialdeído 2-hidroximucônico. Essencial 
para o crescimento e viabilidade na 
presença de catecol e provavelmente 
envolvido na desintoxicação do mesmo. 

(Tam et 
al., 2006) 

P23106 PF00561 Catalisa a conversão de 2-hidroximuconato 
semialdeído a 2-hidroxipent-2,4-dienoato 
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2.8 Caracterização in sílico da enzima estireno monooxigenase  

 A sequência da enzima estireno monooxigenase de Bacillus sp. da cepa 

SLBac4 foi analisada quanto às propriedades físico-químicas como pI, índice de 

instabilidade, índice alifático e GRAVY por meio da ferramenta ProtParam (SIB 

Swiss Institute of Bioinformatics, Genebra, Suíça) do servidor EXPASy 

(www.expasy.ch/tools) (Duvaud et al., 2021). A estabilidade da proteína foi 

prevista a partir do índice de instabilidade, que quando apresenta valores 

menores que 40 para proteínas estáveis (Mohamad Sobri et al., 2020). 

 

2.9 Alinhamento de Sequência e Identificação de Motivos Conservados 

Estireno Monooxigenase SLBac4 

A sequência da enzima estireno monooxigenase de Bacillus sp. da cepa 

SLBac4 foi comparada com sequências de enzimas estireno-monooxigenases 

de diferentes bactérias. As sequências referência (Acessos no NCBI: 

244856754.1, PFN82877.1, O50214, O06834, A0A5E7ZI74, A0A076JVU4, 

A0A1D8G6D9, A0A7G2JQI8, A0A0S3TKC2) foram obtidas a partir de buscas 

com os termos: Styrene monooxigenase, EC1.14.14.11 e Styrene no NCBI 

(ncbi.nlm.nih.gov/). Posteriormente, se identificaram as regiões conservadas 

mediante um alinhamento entre as estireno monooxigenases de várias bactérias 

utilizando Multalin (CORPET, 1988) o que nos permitiu mostrar sítios 

conservados da enzima estireno monooxigenase de Bacillus sp. SLBac4. 
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3 Resultados e Discussão  

      

3.1 Isolamento e identificação das cepas   

Da microbiota intestinal de S. levis se obtiveram 10 isolados, incluindo-se 

4 fungos, similar ao descrito por (Rinke et al., 2011). Posteriormente, foram 

escolhidas 4 isolados bacterianos de acordo a sua morfologia Tabela 5 e 

contagem das colônias nas placas (UFC/mL) nos diferentes meios de cultura o 

que permitiu-nos selecionar as cepas mais abundantes, ou seja, as colônias com 

os fenótipos mais recorrentes, as quais foram nomeadas como: SLBac3, 

SLBac4, SLBac7 e SLBac8 Fig .9. 

 

 

Figura 9. Cepas abundantes nas placas de crescimento A) microrganismos isolados 

da microbiota intestinal de S. levis: B) SLBac3, C) SLBac4, D) SLBac8, e E) SLBac7. 
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Tabela 5. Classificação morfológica das cepas com fenótipo mais recorrente. 

Bactéria  
Gram 

(+/-) 
Coloração 

Forma da 

colônia 

Elevação 

da colônia 

SLBac3  + Amarela Circular Elevada 

SLBac4  + Branco opaca Irregular Elevada 

SLBac8  - Amarelo brilhoso Circular Convexo 

SLBac7  - Amarelo Circular Elevada 

 

Em relação ao crescimento, as cepas SLBac3, SLBac7 e SLBac8 

apresentaram crescimento rápido em meio LB em comparação a cepa SLBac4 

que levou mais dias para crescer no mesmo meio de cultivo. No entanto, a 

velocidade de crescimento de SLBac4 pode estar ligada às necessidades 

nutricionais deste microrganismo, já que quando cultivado em TSA teve 

crescimento rápido Fig.10.  

 

 

Figura 10. Contagem dos isolados cultiváveis (UFC/mL) em relação ao número total 

das colônias nas placas dos diferentes meios de cultura TSA, LB, PDA. 
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Os testes da coloração de Gram mostraram que as cepas SLBac3 e 

SLBac4 foram positivas e as cepas SLBac7 e SLBac8 foram negativas. Isto 

permitiu obter uma melhor eficiência e qualidade na extração de DNA genômico 

das cepas. Devido que as bactérias Gram-negativas têm uma menor quantidade 

de peptidoglicano, tornando-se mais frágeis e seu processo de extração do DNA 

genômica é mais simples em comparação com as Gram-positivas que contêm 

uma espessa camada de peptidoglicano que dificulta a lise da parede, sendo 

necessário uma extração diferenciada. 

 

3.2 Sequenciamento e montagem do genoma das cepas bacterianas  

Realizou-se a montagem das reads obtidas no sequenciamento do DNA 

genômico das cepas isoladas do intestino de larvas de S. levis com 3 softwares 

de montagem em scaffolding. Para selecionar-se o melhor rascunho do genoma 

microbiano foi feito uma comparação com auxílio do programa Quast 5.0.2 

(Gurevich et al., 2013), avaliando-se as estatísticas de N50 (o comprimento do 

contig mais curto para o qual os contigs mais longos e iguais cobrem pelo menos 

50% do conjunto), L50 (contagem do menor número de contigs cuja soma de 

comprimentos corresponde à metade do tamanho total da montagem), o 

comprimento total em pares de bases e número de genes completos. As métricas 

adotadas são comumente utilizadas para se avaliar a qualidade das montagens, 

dessa forma, quanto maior o valor de N50 e menor o L50, menor será a 

fragmentação do genoma montado e maior será a sua contiguidade, permitindo 

obter uma melhor qualidade das previsões obtidas da montagem gerada 

(Salzberg et al., 2012). 

Os resultados conseguidos para as cepas bacterianas SLBac3, SLBac4, 

SLBac7 e SLBac8 apresentaram valores de N50 e L50 compatíveis com uma 

boa montagem, Tabela 6. O melhor método de montagem foi utilizando-se o 

scaffolding obtido com MeDuSa partindo do rascunho obtido com o programa 

MEGAHIT utilizando-se como referência complementar os rascunhos dos outros 

programas, mostrando que a abordagem é robusta. 
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Tabela 6. Estatísticas de montagem e anotação do genoma das cepas bacterianas.    

       Pb Seq N50  L50 Contig %GC mRNA Genes rRNA tRNA Completude Contaminação 

SLBac3 3.26 134.0  9 46 69.5 3108 3108 2 49 98.93%  0.3 

SLBac4 6.02 379.2 
 

5 88 37.44 6388 6388 9 103 98.47%  0.51 

SLBac7 4.92 46.6 

 

28 154 66.66 4546 4546 3 73 99.94% 0.07 

SLBac8 4.91 48.4 

 

26 148 66.66 4540 4540 2 69 99.08% 0.07 

 

Comparativamente, a melhor montagem foi da cepa SlBac4 por conta do 

maior N50 como mostrado na Fig.11. De modo geral, os genomas apresentaram 

variações nas coberturas de sequenciamento de 182.1 até 413.9x, sendo valores 

considerados suficientes para genomas bacterianos (Chun et al., 2014). As 

informações adquiridas mostraram um comprimento do rascunho dos genomas 

de 3.26 a 6.02 Mpb o que demonstra montagens de comprimento aceitável para 

genomas microbianos.  

 

Figura 11. Distribuição do comprimento dos contigs das montagens dos genomas das 

cepas isoladas por percentil (Nx). 
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  Os genomas das cepas bacterianas foram classificados taxonomicamente 

por meio do programa progenomes_classifier com marcadores espécie-

específicos dos conglomerados de genomas (specl), permitindo o acesso direto 

a genomas, mostrando assim, uma consistência nas anotações e fornecendo 

uma confiança na anotação de até um 99,9% nas 4 cepas: Microbacterium 

hominis SLBac3, Bacillus spp. SLBac4 (como uma nova cepa de Bacillus spp.), 

Stenotrophomonas maltophila SLBac7 e 8 - Tabela 7. 

 

Tabela 7. Confiança dos dados das cepas bacterianas descobertas mediante o 

programa progenomes_classifier. 

Cepas bacterias #   MGs * Exatidão (%) 

Microbacterium hominis SLBac3 35 74 

Bacillus spp. SLBac4  40 100 

Stenotrophomonas maltophila SLBac7  40 100 

Stenotrophomonas maltophila SLBac8  40 100 

*MGs (genes marcadores)   

 

Um estudo sobre a microbiota intestinal da larva Rhynchophorus 

ferrugineus (Coleoptera: Curculionidae), realizado por Tagliavia et al. (2014), 

identificou pelo gene 16S rRNA três filos dominantes, uns desses foi 

Proteobacteria e Firmicutes, aos quais pertencem as cepas SLBac7, SLBac8 e 

SLBac4. Igualmente, foram encontrados os filos Proteobacteria e Firmicutes no 

besouro da cana de açúcar (Sphenophorus levis) (Rinke et al., 2011a). A 

subfamília Dryophthorinae, que compreende tanto o gênero Sphenophorus como 

a espécie R. ferrugineus, é pouco estudada, sendo S. levis o único besouro que 

conta com a caracterização da microbiota identificada. A espécie Microbacterium 

hominis (cepa SLBac3) não foi identificada anteriormente como sendo      

membro da microbiota intestinal de S. levis.  

Musto et al. (2006) explicam que o conteúdo de GC está relacionado à 

filogenia e às adaptações ecológicas de uma espécie bacteriana que variam de 

15 a 75% e as variações nas porcentagens de GC são influenciadas por fatores 

ambientais, níveis de oxigênio e disponibilidade de nucleotídeos que provocam 

variações consideráveis no teor de GC. As porcentagens de GC de todas as 
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cepas mostraram valores similares em torno de 60% com exceção da cepa 

SLBac4 que tem um baixo teor de GC de 37% Fig.12. Isso confirma a 

identificação da cepa SLBac4 como membro do gênero Bacillus que apresenta 

conteúdo de GC na faixa de 30 a 40 %GC (Douriet-Gámez et al., 2018; Shen et 

al., 2021).  Além da evidente similaridade na classificação morfológica e 

coloração de Gram das cepas SlBac7 e 8, e sua identificação como cepas da 

mesma espécie, também há uma grande similaridade entre as suas montagens, 

tendo-se em vista o comprimento dos contigs e conteúdo GC dessas cepas.  

 

 

Figura 12. Distribuição do conteúdo de (GC%) pelo número de contigs de cada 

montagem em relação às cepas bacterianas. A) SLBac3, B) SLBac4, C) SLBac7 e D) 

SLBac8. 
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Os 4 genomas montados apresentaram genes de rRNA, cuja identificação 

via RDP Classifier (http://rdp.cme.msu.edu/classifier) mostrou uma confirmação 

da taxonomia dessas bactérias. A bactéria Bacillus spp. SLBac4 apresentou 9 

genes de rRNA, o que indica uma redundância típica do gênero. Os genomas 

montados apresentam de 3108 a 6388 proteínas, alto grau de completude 

(>97%) e baixo grau de contaminação (<0.07) a partir dos resultados do 

programa CheckM Tabela 6. A cepa Bacillus spp. SLBac4 possui 9 genes de 

rRNA e 6388 proteínas, similarmente a outras espécies de Bacillus, como B. 

megaterium que possui 6 genes de rRNA e 5589 proteínas (Shwed et al., 2021). 

No caso da espécie Microbacterium hominis cepa SLBac3 encontrou-se 2 genes 

de rRNA e 3108 proteínas o que é similar ao encontrado para espécie 

Microbacterium laevaniformans cujo genoma tem 5 genes de rRNA e 2762 

proteínas (Brown et al., 2012). Por fim, a espécie Stenotrophomonas maltophila 

cepa SLBac7 e SLBac8 reportaram 2-3 genes de rRNA e 4546-4540 proteínas, 

mostrando grande similaridade entre outras cepas dessa espécie previamente 

descritas (Zhang et al., 2021).  

As espécies microbianas identificadas podem exercer um importante 

papel ecológico e podem apresentar um potencial para biorremediação de 

ambientes contaminados por resíduos químicos, pesticidas, plásticos, petróleo, 

entre outros. Um excelente exemplo é a espécie Gram-negativa 

Stenotrophomonas maltophila, largamente estudada para a degradação de 

mononitrofenóis em monossubstratos de sistemas co-metabólicos, assim como 

em outros compostos aromáticos de origem vegetal, obtendo-se bons resultados 

(Greń et al., 2010). Em um estudo efetuado por Jabeen et al. (2018) avaliou-se 

quitinases produzidas por S. maltophila, mostrando a espécie como um potencial 

agente para o biocontrole de cupins. Além disso, Morales-Jiménez et al. (2012) 

identificaram, por análise de 16S rRNA,  Stenotrophomonas maltophila                

associada ao intestino do besouro Dendroctonus rhizophagus (Curculionidae: 

Scolytinae). Essas cepas apresentaram atividades celulolíticas e foram 

implicadas na fixação de nitrogênio e quebra de celulose, papéis importantes 

associados ao desenvolvimento e aptidão do inseto, especialmente sob as 

condições de vida particularmente difíceis desse besouro. 
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Analogamente, a espécie Gram-positiva Microbacterium hominis também 

foi isolada do intestino de larvas de Diatraea saccharalis, onde avaliaram a 

capacidade de degradação da lignocelulose de maneira eficiente para fins de 

pré-tratamento de biomassa de cana de açúcar e aplicabilidade no 

processamento industrial (Dantur et al., 2015). Diep et al. (2013) relatam a 

espécie Microbacterium hominis como solubilizadora de fosfato e potássio em 

solos, o que permite a produção de biofertilizantes. Por último, o gênero Bacillus, 

ao qual pertence a cepa SLBac4, apresenta diversas espécies produtoras de 

compostos envolvidos no biocontrole de    fitopatógenos e na promoção do 

crescimento vegetal, o que torna o grupo um   candidato potencial na maioria 

das aplicações agrícolas e biotecnológicas (Miljaković et al., 2020). Os bacilos 

exibem atividade antagônica pela secreção de metabólitos extracelulares, como 

antibióticos, hidrolases de parede celular e sideróforos (Salazar et al., 2017). 

Bacillus spp. mostrou destaque na degradação de plásticos (Deepa et al., 2019), 

com a capacidade de colonizar, modificar e utilizar o polietileno de baixa 

densidade como única fonte de carbono. 

 

 3.3 Previsões de traços fenotípicos das cepas bacterianas 

Uma combinação de informações fenotípicas e genômicas é necessária 

para a correta descrição e classificação das bactérias (Pontes et al., 2007). 

Previsões de traços fenotípicos por meio      de avaliações genômicas podem ser 

feitas com relativa acurácia utilizando-se machine learning. Utilizamos o 

programa Traitar v.1.1.2 para prever fenótipos como produção enzimática, 

crescimento, morfologia, requisitos de oxigênio, produto e proteólise. Foram 

combinados os algoritmos phypat e PGL para criar um heatmap, com o fim de 

destacar as características fenotípicas que foram previstas como presentes e 

ausentes pelos dois algoritmos para cada cepa bacteriana, Fig. 13. 
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Figura 13.  Fenótipos das cepas bacteriana por meio do software Traitar. 

  

Um conjunto de traços fenotípicos dos genomas de cepas bacterianas 

devem reunir características específicas para que possam se desenvolver num 

ambiente similar ao intestino do gorgulho da cana de açúcar (S. levis), como por 

exemplo a degradação de celulose e outros açúcares presentes nos alimentos 

de escolha do animal, no caso, o rizoma e a base do caule da cana de açúcar 

(Cícero et al., 2009; Pavlu et al., 2016). Entre os processos de grande relevância 

encontra-se a decomposição enzimática de açúcares (sacarose e glucose) e dos 

polímeros que podem ser formados por eles: celulose, lignina e hemicelulose, os 

principais constituintes da cana de açúcar. A presença de fenótipos indicadores 

desses processos pôde ser identificada em todas as cepas isoladas (SlBac3, 

SlBac4, SlBac7 e SlBac8), que apresentam potencial para crescimento em 

meios com fonte de carbono única sendo trealose, D-xilose, melobiose, D-

manose, maltose e sacarose Fig. 14. 
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Figura 14. Previsão dos fenótipos por meio de traços genômicos das cepas bacteriana.
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Uma breve descrição da nova cepa bacteriana SLBac4 da espécie 

Bacillus spp. contempla os fenótipos preditos por evidências genômicas: Gram-

positiva formadora de esporos, aeróbia, positiva para catalase e oxidase positiva, 

indicando a degradação de compostos complexos por citocromos. As cepas 

SLBac8 e SLBac7, mostraram as mesmas caraterísticas fenotípicas, tais como: 

crescimento em KCN, coloração amarela, gram negativos, aeróbicos, 

crescimento em ágar MacConkey, catalase, entre outros. O que reflete com sua 

identificação taxonômica via marcadores e 16S rDNA, que sugerem ambas como 

representantes da mesma espécie (Stenotrophomonas maltophila), mas de 

cepas diferentes.   

       

3.4 Via de biodegradação do EPS      

As proteínas envolvidas na biodegradação de EPS de outros 

microrganismos foram utilizadas como iscas contra as proteínas preditas nos 

genomas dos isolados bacterianos e apenas aquelas proteínas apresentando 

alinhamentos significativos (E-value < 1e-5) e aquelas com uma cobertura maior 

de 50% foram consideradas ortólogas. Vários genes envolvidos na degradação 

do poliestireno puderam ser identificados no genoma de Bacillus spp. SLBac4, o 

oposto do observado para os outros isolados que não apresentaram a 

monooxigenase de estireno, uma etapa fundamental do metabolismo dos 

monômeros de estireno. Cepas do gênero Bacillus já foram avaliadas quanto a 

capacidade de degradação de poliestireno de alta impacto, onde foram capazes 

de reduzir o peso da amostra em 23% (p/p) durante 30 dias (Mohan et al., 2016). 

A ausência de genes relacionados à decomplexação de EPS concorda 

com relatos de que Bacillus spp. são capazes de crescer em filmes sobre PE e 

biodegradá-los, após uma etapa abiótica inicial, conseguindo uma diminuição da 

complexidade da estrutura química entre 10,5%-13,7% (Ibiene et al., 2013). 

Assim mesmo, outra cepa de Bacillus spp. foi capaz de degradar PET de 

diversas fontes, secretando hidrolases, quitinases, CMCases, proteases, 

xilanases e lipases que atuam sobre alta temperatura na degradação do plástico, 

reduzindo seu peso molecular significativamente de 205 para 116,8 kDa (Dang 
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et al., 2018). Estes últimos resultados, mostram ainda que há a possibilidade de 

que enzimas com baixa homologia às já descritas atuem nesse processo.  

Assim, se propõe que a biodegradação de EPS no intestino de S. levis seja 

realizada de forma bastante específica e dependente da cepa SlBac4. A possível 

rota de biodegradação de poliestireno pela espécie Bacillus spp. SLBac4, 

baseando-se nos genes específicos presentes em seu genoma, mostra que 4 

das 6 reações podem ser realizadas, sugerindo que possa haver 

complementação metabólica por outros táxons, ou que as etapas faltantes sejam 

executadas por enzimas com baixa similaridade às já descritas, ou ainda que 

esses processos possam ter sido substituídos no metabolismo do presente 

microrganismo por outras etapas a serem ainda descobertas Fig.15. Dessa 

forma, há duas possibilidades para a degradação aeróbica dos monômeros de 

estireno previamente descomplexados do EPS pela cepa Bacillus spp. SLBac4: 

(i) envolvendo uma oxidação inicial da cadeia lateral do vinil, e (ii) baseada no 

ataque direto ao núcleo aromático, assim como descrito anteriormente para 

outras espécies (Tischler, 2015). 
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Figura 15. Possível via metabólica de degradação do poliestireno expandido pela cepa 

bacteriana Bacillus spp. SLBac4 baseado em evidências genômicas.  
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A via superior dos monômeros de estireno tem início com a epoxidação 

da cadeia lateral do vinil por uma monooxigenase de estireno (styA) (EC 

1.14.14.11), implicando o oxigênio molecular para originar uma reação de 

epoxidação do estireno, o que também requer coenzimas, como o dinucleotídeo 

de adenina e flavina (FAD) para a formação do composto óxido de estireno. 

Posteriormente, a enzima isomerase de óxido de estireno atua na formação de 

fenilacetaldeído (Choo et al., 2021; Emmanouil Tsochatzis et al., 2021). Nesta 

etapa, a rota de degradação sofre uma interrupção para Bacillus spp. SLBac4. 

Entretanto, a presença de enzimas que utilizam fenilacetaldeído como substrato, 

sugerem a existência da via das enzimas responsáveis pelas etapas 

subsequentes. A enzima fenilacetaldeído desidrogenase (styD) (EC 1.2.1.39), 

responsável pela conversão do fenilacetaldeído a ácido fenilacético, por estar 

presente, sugere que a etapa anterior é realizada por uma enzima equivalente 

com baixa homologia presente no genoma avaliado, ou ainda, que SLBac4 

possa utilizar o fenilacetaldeído proveniente de outras fontes para a produção de 

fenilalanina. A obtenção de ácido fenilacético a partir de estireno é um método 

recorrentemente verificado nas vias de degradação de diferentes especies 

bacterianas (Hartmans, Smits, Van der Werf, Volkering, De Bont, et al., 1989; 

Mooney et al., 2006; Oelschlägel et al., 2015). O ácido fenilacético, por 

apresentar alta polaridade e reatividade na interação com outros agentes 

químicos, é importante para produção de novos compostos que permitam uma 

melhor assimilação no meio ambiente (Milne et al., 2011; Zhu et al., 2011). Além 

disso, acredita-se que a via inferior envolve a transformação de ácido fenilacético 

em intermediários do ciclo de Krebs (Nogales et al., 2007). 

Estudos reportaram uma organização genética da via superior dos 

monômeros de estireno em várias bactérias (O'Leary et al., 2002), por meio de 

um operon catabólico de via superior contendo todas as enzimas necessárias 

para a conversão dos monômeros de estireno em ácido fenilacético. Os genes 

styA e styB codificam uma monooxigenase de duas subunidades de estireno, 

responsável pela transformação de estireno em epoxiestireno, enquanto styC é 

uma isomerase de epoxiestireno que converte óxido de estireno em 

fenilacetaldeído e na etapa final da via superior, a formação de ácido fenilacético 
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pela enzima codificada pelo gene styD - fenilacetaldeído desidrogenase. Em 

relação a cepa Bacillus spp. SLBac4, não se verificou uma estrutura operônica 

conservada, sugerindo um arranjo genético diverso dos já descritos e 

provavelmente dependente de processos regulatórios diferenciados. 

Outra possível via de degradação do estireno pela cepa SlBac4 

provavelmente se dá por meio da clivagem do anel aromático por meio da 

incorporação de dois grupos hidroxílicos nas posições 2 e 3 do anel pela ação 

enzimática do estireno dioxigenase e cis-glicol desidrogenase, que não foram 

preditas no genoma da cepa Bacillus spp. SLBac4. No entanto, as enzimas 

necessárias para a formação de produtos do fim da via, como o composto 3-

vinilcatecol, estão presentes. Considerando os compostos do tipo catecol como 

os principais intermediários na ação enzimática do estireno dioxigenase e cis-

glicol desidrogenase, essa via de degradação de EPS apresenta bastante 

similaridade com as vias de degradação de benzeno, etilbenzeno e tolueno 

(Bühler et al., 2004). O caminho depois ramifica-se num precursor de meta-

clivagem envolvendo as enzimas catecol 2,3-dioxigenase (catE) (EC 1.13.11.2) 

formando 2-hidroxi-6-oxo-octa-2,4,7-trienoato, que levaria a formação de 

intermediários centrais como ácido acrílico, acetaldeído e piruvato (Patrauchan 

et al., 2008). Em seguida, a semialdeído de 2-hidroximuconato hidrolase atua 

para a produção de 2-hidroxipenta-2,4-dienoato. Destaque-se que vários 

microrganismos atacam diretamente o anel aromático do estireno como, por 

exemplo, Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13259 (Warhurst et al., 1994), 

Pseudomonas sp. Y2 (Utkin et al., 1991), Xanthobacter 124X (Hartmans, Smits, 

Van der Werf, Volkering, & De Bont, 1989) e Rhodococcus jostii RHA1 

(Patrauchan et al., 2008). No entanto, deve-se mencionar que esta via de 

biodegradação do estireno descrita é bastante inespecífica para o monômero 

(Oelschlägel et al., 2018). 
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3.5 Caracterização in sílico da enzima estireno monooxigenase de Bacillus 

sp. SLBac4 

 

3.5.1 Propriedades físico-químicas 

  As proteínas preditas no genoma da cepa SLBac4 isolada da microbiota 

intestinal de S. levis, exibem um potencial para a biodegradação de EPS. Elas 

permitiram traçar uma possível via de degradação do EPS, destacando-se a 

enzima estireno monooxigenase, por ativar uma série de reações direcionadas 

à degradação de EPS por meio da epoxidação da cadeia lateral do vinil. Além 

da distinção específica de pertencer numa via de degradação do estireno, esta 

enzima pode ser comumente codificada em um cluster de genes styABC ou 

styABCD, onde os genes styA e styB codificam uma monooxigenase de duas 

subunidades de estireno responsável na transformação de estireno em 

epoxiestireno (O'Leary et al., 2002). Esta enzima tem sido amplamente revisada 

do ponto de vista biotecnológico pelas aplicações como candidato promissor na 

biocatálises de subprodutos industriais (Oelschlägel et al., 2018).   

Dentre as propriedades do estireno monooxigenase, calculadas pelo programa 

ProtParam tool (Expasy, SIB Swiss Institute of Bioinformatics), estão que a 

enzima predita no genoma de Bacillus. sp SLBc4 tem um peso molecular de 

44.64 kDa e um ponto isoelétrico (pI) de 6.15, sugerindo que a estireno 

monooxigenase seja uma proteína ácida (Barcellos, 2017). Enquanto, o valor do 

índice de instabilidade apresentado foi de 35.52, predita como uma proteína 

estável por atingir um valor menor que 40, inclusive termicamente, uma vez que 

o índice alifático apresentou um valor de 88.02. A hidropatia média (GRAVY) 

indica a solubilidade das proteínas, e para a estireno monooxigenase da cepa 

SLBac4 foi de -0.224, considerado de natureza hidrofílica. 
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3.5.2 Análise da conservação de sítios do estireno monooxigenase da 

cepa SLBac4 

 As estireno monooxigenases (EC1.14.14.11) são sistemas de duas 

enzimas, consistindo numa epoxidase (StyA) e uma redutase de flavina (StyB) 

que catalisa a epoxidacao dependente de FAD e NADH de estireno (Truong, 

2017).  Mas também, estão envolvidos na degradação microbiana de compostos 

aromáticos, dentre deles, a epoxidacao do estireno em oxido de estireno (Heine 

et al., 2017). 

Portanto, para demostrar que a enzima estireno monooxigenase da cepa 

SLBac4 está conservada se realizou uma comparação com as sequências de 

outras bactérias mediante alinhamentos, para assim, identificar os motivos 

conservados entre as diferente estireno monooxigenases do componente StyA.  

Foram alinhadas as sequências das enzimas de Pseudomonas 

fluorescens (29% de identidade), Pseudomonas sp. (29% de identidade), 

Rhodococcus opacus (30% de identidade), Priestia megaterium (100% de 

identidade), Bacillus sp. AFS076308 (87.6% de identidade), Sphingomonas sp. 

(27.7% de identidade), Streptomyces rubrolavendulae (28.6% de identidade), 

Serratia grimesii (27.6% de identidade), e Fischerella sp. (20.5% de identidade), 

que apesar da baixa identidade em relação à enzima de estudo, compartilham 

propriedades similares entre os aminoácidos visualizados no alinhamento entre 

as diversas sequências da enzima Fig.16; Inferindo em funções conhecidas 

entre algumas das sequências da enzima, como a epoxidação da cadeia lateral 

do vinil do estireno, e levando consequentemente a diversos estudos relatados 

para bactérias degradadoras do estireno através da atividade inicial da enzima 

estireno monooxigenase (Mooney et al., 2006; O'Leary et al., 2002 & Toda et al., 

2012).  

Além disso, várias investigações funcionais e de identificação de estireno 

monooxigenases, permitiram a expansão dos substratos para uma variedade de 

derivados de estireno e análogos de estireno heterocíclico (Park et al., 2006 & 

Lin et al., 2011).
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Figura 16. Alinhamento de múltiplas sequências da enzima estireno monooxigenase de Bacillus. sp SLBc4 (03374) como referência frente às diversas 

bactéria: Priestia megaterium número de acceso (244856754.1), Bacillus sp. AFS076308 número de acesso (PFN82877.1), e outros filo Pseudomonas sp.  

número de acceso (O50214), Pseudomonas fluorescens número de acesso (O06834), Sphingomonas sp. número de acesso (A0A5E7ZI74), Rhodococcus 

opacus número de acesso (A0A076JVU4), Streptomyces rubrolavendulae número de acesso (A0A1D8G6D9), Serratia grimesii número de acesso 

(A0A7G2JQI8), Fischerella sp. número de acceso (A0A0S3TKC2)
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As estireno monooxigenases são flavoproteínas que contém uma dobra 

de Rossmann (sequência GXGXXG), onde acontecem comumente às ligações 

dos cofatores FAD e NAD+ (Vallon, 2000 & Tischler et al., 2010). Por 

conseguinte, se evidenciou nos resultados componentes do estireno 

monooxigenase, incluindo vários motivos conservados de ligação a FAD, dentro 

deles a GXGXXG (resíduos 9 -14) e DX6G (resíduos 143 -150) do alinhamento 

da enzima de Bacillus sp. SLBc4 entre as sequências das enzimas de outras 

bactérias, independente do comprimento e das similaridades que estes 

apresentam Fig. 16. A descrição anterior, concorda com estudos previamente 

realizados por Eppink et al. (1997), no qual deduziram a mesma região 

conservada para várias flavoproteínas baseada na estrutura cristalina p-

hidroxibenzoato hidroxilase de Pseudomonas fluorescens, considerado este um 

motivo conservado entre os dependentes de FAD e NAD+. Do mesmo modo, 

Toda et al. (2012) realizou o alinhamento das sequências de aminoácidos das 

enzimas de Rhodococcus sp. ST-5 e ST-10, onde mostraram semelhanças com 

outras cepas de Pseudomonas sp, permitindo deste modo identificar vários 

motivos conservados incluindo a dobra de Rossmann.h 

O segundo motivo GDX6DP refere-se ao sítio de ligação ao FAD, nas 

posições dos resíduos 305 - 313, em que o resíduo Asp está altamente 

conservado pela ligação O-3' da fração ribose do FAD (Pu et al., 2018). Além 

disso, as diversas sequências da estireno monooxigenase contém o resíduo 

Thr47 funcionalmente conservado, pelo que num estudo de Cui et al. (2020), foi 

analisada a estrutura cristalina da estireno monooxigenase de Pseudomonas sp. 

encontrando-se que o resíduo conservado Thr47 localizado na cavidade ativa 

em ~4 Å do C(4a) catalítico do anel isoaloxazina de FAD tinha uma ligação de 

hidrogênio com N-5 do anel isoaloxazina, implicando um papel potencial na 

estabilização de intermediários de reação e na importância da atividade catalítica 

do componente StyA, ou seja, a catálise da reação de epoxidação do estireno 

ou derivados do estireno. 

Portanto, a estireno monooxigenase pode-se considerar um gene ortólogo no 

genoma de Bacillus sp. da cepa SLBc4 com uma identidade considerável em 

torno de 30%, apresentando vários sítios conservados em relação das diversas 
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baterias de comparação analisadas no presente trabalho, inferindo-se uma 

funcionalidade catalítica análoga às demais para a degradação de estireno. 
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4 Conclusões  

O desenvolvimento do presente trabalho permitiu o isolamento de quatro 

cepas bacterianas da microbiota intestinal de S. levis (Coleoptera: 

Curculionidae), nomeadas como SLBac3, SLBac4, SLBac8 e SLBac7. Os 

genomas obtidos para essas cepas foram montados e anotados, o que permitiu 

avaliar a confiabilidade, a qualidade e mostrar que de modo geral estão 

completos e livres de contaminação. 

 O sequenciamento permitiu a identificação das bactérias, mostrando que 

espécies como Microbacterium hominis (SLBac3), Bacillus spp. (SLBac4), e 

Stenotrophomonas maltophila (SLBac8 e SLBac7) são abundantes nos 

intestinos do inseto praga. 

 Os fenótipos preditos por meio de traços genômicos das cepas 

bacterianas para caracterização taxonômica mostraram que as cepas isoladas 

apresentam potencial para degradação de múltiplos açúcares, condizente com 

as condições ambientais presentes no intestino de S. levis e do material do qual 

se alimenta, no caso a cana de açúcar. 

Buscou-se genes específicos para a degradação de EPS, e somente 

Bacillus spp. SLBac4, em comparação das demais cepas bacterianas, 

apresentou potencial para biodegradação deste polímero. Os genes encontrados 

foram organizados numa possível via metabólica e mostraram que há dois 

ortólogos de enzimas envolvidas na oxidação da cadeia lateral no anel aromático 

do estireno - um estireno monooxigenase e uma fenilacetaldeído desidrogenase. 

Consecutivamente, encontrou-se mais duas enzimas envolvidas no ataque 

direto do anel aromático do estireno para degradação do monômero - a catecol 

2,3-dioxigenase e uma hidrolase de semialdeído de 2-hidroximuconato. Os 

genes encontrados foram organizados numa possível via metabólica e 

mostraram que há dois ortólogos de enzimas envolvidas na oxidação da cadeia 

lateral no anel aromático do estireno - um estireno monooxigenase e uma 

fenilacetaldeído desidrogenase. Consecutivamente, encontrou-se mais duas 

enzimas envolvidas no ataque direto do anel aromático do estireno para 

degradação do monômero - a catecol 2,3-dioxigenase e uma hidrolase de 

semialdeído de 2-hidroximuconato.  



 
 

59 
 

A partir da caracterização in sílico do estireno monooxigenase da cepa 

SLBac4, verificamos de que se trata de uma enzima ortóloga (de baixa 

identidade ~30%) às descritas em outros microrganismos, mantendo sua relativa 

acidez, estabilidade mediante variações de temperatura e solubilidade. Quando 

comparamos os motivos encontrados em outras estireno monooxigenases, 

encontramos uma conservação dos mesmos na enzima presente na cepa 

SLBac4, incluindo os sítios cruciais para a atividade. Por fim, nosso trabalho é 

precursor de estudos futuros da degradação de EPS in vitro utilizando-se a cepa 

SLBac4 ou diretamente suas enzimas produzidas de forma recombinante. 
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Anexos  

   
Anexo 1. Sequência dos Genes referência utilizados para busca da via de 

degradação do EPS. 

 
 
 >sp|O50214.1|STYA_PSESP RecName: Full=Styrene monooxygenase StyA; 

AltName: Full=Styrene monooxygenase large component 

MKKRIGIVGAGTAGLHLGLFLRQHDVDVTVYTDRKPDEYSGLRLLNTVAHNAVTVQREVALDVNEWPSEE 

FGYFGHYYYVGGPQPMRFYGDLKAPSRAVDYRLYQPMLMRALEARGGKFCYDAVSAEDLEGLSEQYDLLV 

VCTGKYALGKVFEKQSENSPFEKPQRALCVGLFKGIKEAPIRAVTMSFSPGHGELIEIPTLSFNGMSTAL 

VLENHIGSDLEVLAHTKYDDDPRAFLDLMLEKLGKHHPSVAERIDPAEFDLANSSLDILQGGVVPAFRDG 

HATLNNGKTIIGLGDIQATVDPVLGQGANMASYAAWILGEEILAHSVYDLRFSEHLERRRQDRVLCATRW 

TNFTLSALSALPPEFLAFLQILSQSREMADEFTDNFNYPERQWDRFSSPERIGQWCSQFAPTIAA 

 

>sp|O06836.1|STYC_PSEFL RecName: Full=Styrene-oxide isomerase 

MLHAFERKMAGHGILMIFCTLLFGVGLWMHLVGGFEIIPGYILEFHVPGSPEGWARAHSGPALNGMMVIA 

VAFVLPSLGFADKKPHLLGNIIILDGWANVGFYFFSNFSPNRGLTFGPNHFGPGDIFSFLALAPAYLFGV 

LAMGALAVIGYQALKSVGSRKAVPHATAE 

 

 

>sp|O06837.1|STYD_PSEFL RecName: Full=Phenylacetaldehyde 

dehydrogenase; Short=PAD 

MTRSLTMNSSLPAIDGLRLPHQMLIGGQWVNAQSDKTLNVYNPATGDTLTDVPDGDVEDVNAAVESAAAT 

LQSDAWRRMPPSARERILLRLADLLEAHGDELARLETLNNGKLLIYSKMMEVGASAQWLRYMAGWATKLT 

GSTLDLSLPLPPDVRSRASTQRVPVGVVAAIIPWNFPLLMAVWKIAPALACGNTVVLKPAEETPLTALRL 

AELAMEAGLPAGALNVVTGRGETAGDALVRHPKVAKVAFTGSTEVGRIIGSACGRSLKAVSLELGGKSPV 

IVLADCDPQEAAEGAAAAIFFNHGQVCTAGSRLYVHESIYEDVIQRLAVIGESIVVGSGLEQGVHMGPMV 

SKKHHENVLRHIRNGIEDGADLICGGTEAPCAQGFFVKPTIFANREKKDIRLLSQEVFGPVLVATPFSDI 

AEVVNEANRSVYGLGASIWTNDLSAALRINDELEAGTVWVNTHNMVDPNLPFGGFKDSGVGREHGAAAIE 

HYTTTRSLVIAY 

 

 

>sp|Q9Y7G5.1|PHACA_EMEND RecName: Full=Phenylacetate 2-hydroxylase 

MSLQTIGIAAVAVVYFLIRYFNRTDIPKIKGLPEVPGVPIFGNLIQLGDQHATVAQKWAKKFGPVFQVRM 

GNKRVVFANTFDSVRQLWIKDQSALISRPTFHTFHSVVSSSQGFTIGTSPWDESCKRRRKAAATALNRPA 

TQSYMPIIDLESMSSIRELLRDSANGTMDINPTAYFQRFALNTSLTLNYGIRIEGNVNDELLREIVDVER 

GVSNFRSTSNQWQDYIPLLRIFPKMNREAEEFRVRRDKYLTYLLDVLKDRIAKGTDKPCITGNILKDPEA 

KLNDAEIKSICLTMVSAGLDTVPGNLIMGIAYLASEDGQRIQKRAHDEIMKVYPDGDAWEKCLLEEKVPY 

VTALVKETLRFWTVIPICLPRENTKDIVWNGAVIPKGTTFFMNAYAADYDETHFTNPHAFEPERYLTASS 

DGSGTPHYGYGAGSRMCAGSHLANRELFTAYVRLITAFTMHPAKRAEDRPILDAIECNAIPTALTTEPKP 

FKVGFKPRDPVLVRKWIAESEERTKHLN 

 

 

>NZ_JAJSPR010000052.1:c19926-18625 Pseudomonas alloputida strain 

NMI2441_06 NODE_52_length_47478_cov_65.583, whole genome shotgun 

sequence 

ATGAACCGCGACACGTCGCCCGACCTTCACTACCTGAGTGGCTTCGGCAACGAATTCGCCAGCGAAGCAT 

TGCCCGGGGCGCTGCCTGTTGGGCAGAACTCCCCGCAGAAGGCCCCGTATGGCCTGTATGCCGAGCTGCT 

GTCGGGCACGGCGTTCACCATGGCCCGCAGCGAGCTGCGCCGTACCTGGCTGTACCGCATTCGCCCTTCT 

GCCTTGCACCCACGCTTCGAGCGCCTGGCGCGCCAGCCGCTCGGCGGGCCACTGGGTGGCATCAACCCCA 

ACCGCCTGCGCTGGAGCCCGCAGCCGATTCCTGCTGAACCGACCGATTTCATCGAAGGTTGGCTGCCCAT 

GGCTGCCAACGCCGGAGCGGAAAAACCGGCTGGCGTGAGCATCTACATCTACCGCGCCAACCGGTCCATG 
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GAACGGGTGTTCTTCAACGCAGACGGTGAGCTGCTACTGGTGCCGGAACAGGGCCGCCTGCGTATCGCCA 

CCGAGCTGGGCGTGATGGAGGTCGAACCGTTGGAAATTGCGGTGATCCCACGTGGCATGAAGTTCCGCGT 

CGAACTGCTCGACGGCCAGGCCCGTGGCTACATCGCGGAAAACCACGGTGCGCCGCTGCGTCTGCCGGAC 

CTGGGCCCGATCGGCAGCAACGGCCTGGCCAACCCCCGCGACTTCCTCACGCCTGTGGCCCACTACGAAG 

AAGCCGAAGGCCCGGTGCAACTGGTACAGAAGTTCCTGGGTGAGCACTGGGCCTGCGAGCTGCAGCACTC 

GCCACTGGACGTTGTGGCCTGGCATGGCAGCAACGTGCCGTACAAGTATGACCTGCGCCGCTTCAACACC 

ATCGGCACGGTCAGCTTCGACCACCCGGACCCCTCGATCTTCACCGTGCTCACCTCGCCAACCAGCGTGC 

ATGGCATGGCCAACATGGACTTCGTGATTTTCCCGCCACGCTGGATGGTGGCCGAGAACACCTTCCGTCC 

GCCATGGTTCCACCGCAACCTGATGAACGAGTTCATGGGCCTGATCAATGGCGCCTACGACGCCAAGGCC 

GAGGGCTTCCTGCCGGGTGGTGCCTCGTTGCACGGGGTGATGAGTGCCCATGGCCCCGACGCCGAAACCT 

GTGAAAAGGCCATTGCCGCTGACCTGGCGCCACACAAGATCGACAACACCATGGCCTTCATGTTCGAGAC 

CAGCCAAGTGTTGCGCCCGAGCCTGCAAGCCCTTGAATGCCCGCAATTGCAGGCCGACTACGATAGTTGC 

TGGGCGACTTTGCCGAGCACCTTCAACCCGAACCGGAGATAA 

 

 

>sp|P54721.2|CADE_BACSU RecName: Full=Catechol-2,3-dioxygenase; 

AltName: Full=Catechol-induced ring cleavage extradiol dioxygenase 

MTSIHEDTHIGYAKLTIRSLERSLQFYCNVIGFQVLKKTDRQAELTADGKRVLLILEENPSAVVLPERSV 

TGLYHFAILLPDRKELGIALARLIEHGIAIGHGDHAVSEALYLSDPDGNGIEMYADRPRSTWQRDREGNY 

VMTTTAVDIEGLLEEAGDERKTSLPNDTIIGHIHLHVSDLKEAKAFYTDVLGFDIVGNYAGMSALFVSAG 

GYHHHIGLNIWAGRNAPPKPTNASGLDYYTVVLPHQEELDLVANRVKHAGYSIEETENSFRVKDPVSGAY 

ITFVI 

 

 

 

 

 

 


