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RESUMO

O poliestireno (PS) ¢ um polimero de propriedades fisicas e quimicas versateis e de baixo custo
de producao, utilizado para diversos fins. A sua demanda crescente, aliada a mé gestao de seus
residuos, culmina em acimulo no meio ambiente, desencadeando problemas sociais e
ecossistémicos. Esta questdo se agrava, pois o PS ¢ um polimero recalcitrante devido a sua
cadeia principal de carbono-carbono (C—C), o que dificulta sua biodegradacdo na natureza.
Estudos tém investigado estratégias para a biodegradacdo desse polimero. Verificou-se que
larvas de determinados insetos sdo capazes de utilizar o PS como fonte de carbono, fendmeno
correlacionado a sua microbiota intestinal. Por essa razdo, a larva de Sphenophorus levis,
previamente observada ingerindo poliestireno expandido (EPS), foi utilizada para a prospecg¢ao
de microrganismos e de genes-chave no processo de biodegradacdo do material. Elas foram
submetidas a dieta restrita a EPS, e a diversidade microbiana intestinal foi comparada a de
larvas alimentadas com dieta artificial. Observou-se que a diversidade foi reduzida e que a
presenga de seu endossimbionte obrigatdrio tornou-se mais expressiva. O contetudo intestinal
das larvas foi submetido a enriquecimento em meio mineral, cuja inica fonte de carbono eram
filmes de PS. Foram isoladas cinco cepas bacterianas dos géneros: Bacillus, Lysinibacillus,
Paenibacillus, Cytobacillus e Raoultella. Estas foram cultivadas por 60 dias em meio sélido,
em contato com filmes de PS. A andlise por MEV revelou a presenga de cavidades, rachaduras
e fissuras nos filmes, e 0 mapeamento de dtomos da superficie indicou acimulo de oxigénio.
As andlises por FT-IR indicaram que apenas Paenibacillus sp. levou a formagdo de grupos
funcionais caracteristicos de oxidacdo. A cromatografia de permeacdo em gel indicou que a
mesma cepa foi capaz de alterar a massa molar do polimero. A fim de elucidar quais
mecanismos poderiam estar envolvidos nesse processo, o genoma total de duas cepas (Bacillus
cereus € Paenibacillus lautus) foi sequenciado no Illumina Nextseq 2000. A anotagdo
identificou proteinas como multicooper oxidases, ring-cleaving dioxygenases, citocromos P450
(CYP) e glutationa peroxidases (GPx). A CYP102 de P. lautus e as GPxs de ambas as espécies
foram clonadas e expressas em Escherichia coli. Ambas as GPxs possuem atividade de
tiorredoxina peroxidase. Os resultados demonstram o potencial da microbiota intestinal de S.

levis como fonte de microrganismos e de enzimas para a biodegradacao do PS.

Palavras-chave: Bicudo da cana-de-actcar. Isopor. Oxidorredutases. Paenibacillus lautus.



ABSTRACT

Polystyrene (PS) is a polymer with versatile physical and chemical properties and a low
production cost, used for various purposes. Its growing demand, combined with poor waste
management, leads to accumulation in the environment, triggering social and ecosystem
problems. This issue is exacerbated because PS is a recalcitrant polymer due to its carbon—
carbon (C—C) main chain, which makes its biodegradation in nature difficult. Studies have
investigated strategies for the biodegradation of this polymer. It has been found that larvae of
certain insects are capable of using PS as a carbon source, a phenomenon correlated with their
gut microbiota. For this reason, the larva of Sphenophorus levis, previously observed ingesting
expanded polystyrene (EPS), was used to prospect microorganisms and key genes involved in
the material’s biodegradation process. The larvae were fed a diet restricted to EPS, and their
intestinal microbial diversity was compared with that of larvae fed an artificial diet. It was
observed that diversity decreased and the presence of its obligatory endosymbiont became more
pronounced. The intestinal contents of the larvae were subjected to enrichment in a mineral
medium, whose only carbon source was PS films. Five bacterial strains were isolated from the
following genera: Bacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus, Cytobacillus, and Raoultella. These
were cultivated for 60 days on solid medium in contact with PS films. SEM analysis revealed
cavities, cracks, and fissures in the films, and surface atom mapping indicated oxygen
accumulation. FT-IR analyses indicated that only Paenibacillus sp. led to the formation of
characteristic oxidation functional groups. Gel permeation chromatography indicated that the
same strain was able to alter the polymer’s molar mass. To elucidate which mechanisms might
be involved in this process, the entire genomes of two strains (Bacillus cereus and Paenibacillus
lautus) were sequenced on the Illumina NextSeq 2000. Annotation identified proteins such as
multicopper oxidases, ring-cleaving dioxygenases, cytochromes P450 (CYP), and glutathione
peroxidases (GPx). CYP102 from P. lautus and the GPxs from both species were cloned and
expressed in Escherichia coli. Both GPxs have thioredoxin peroxidase activity. The results
demonstrate the potential of the intestinal microbiota of S. levis as a source of microorganisms

and enzymes for PS biodegradation.

Keywords: Oxidoreductases. Paenibacillus lautus. Styrofoam. Sugarcane weevil.
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1 INTRODUCAO

A iminéncia da necessidade de remediar a poluicdo plastica ¢ primordial na constru¢ao
de um mundo sustentavel, dado que ndo se biodegradam facilmente na natureza. Os plasticos
com arcabou¢o homoatdémico (C—C), como o poliestireno, representam um problema ainda
maior, pois sdo extremamente recalcitrantes. No entanto, a exploracao da biodiversidade
microbiana, como a pertencente as comunidades intestinais de insetos, tem se mostrado uma

alternativa promissora dentro desse contexto.

1.1 PANORAMA DOS PLASTICOS NO MUNDO

O termo plastico se aplica a uma grande variedade de materiais que, em alguma etapa
da manufatura, sdo capazes de fluir, o que lhes permite ser extrudados, moldados, fundidos,
fiados ou aplicados como cobertura. Polimeros sintéticos sdo tipicamente preparados pela
polimerizacao de mondmeros derivados do petrdleo e podem ser modificados pela adigao de

diferentes compostos (Thompson et al., 2009).

Plasticos sdo materiais incrivelmente versateis, baratos, leves, resistentes, duraveis e
resistentes a corrosao, além de apresentarem elevada capacidade de isolamento térmico e
elétrico. A diversidade dos polimeros e a versatilidade das suas propriedades facilitam a
producdo de uma vasta gama de produtos pléasticos que culminam em avangos tecnoldgicos,

economia de energia e inimeros outros beneficios sociais (Andrady e Neal, 2009).

Desde a sua insercdo no mercado, a producdo de pléstico sempre esteve crescente,
atingindo, em 2024, o patamar de 430 milhdes de toneladas de material (Figura 1). Desse
montante, destacam-se o polietileno (PE, 26%), o polipropileno (PP, 19%), o policloreto de
vinila (PVC, 12,8%), politereftalato de etileno (PET, 6,2%), o poliuretano (PUR, 5,3%) e o
poliestireno (PS, 5,1%) (Plastics Europe, 2025).

Estipula-se que, de todo o pléstico produzido, 79% ndo receberam qualquer tipo de
tratamento apds o descarte, permanecendo em aterros sanitarios ou dispersos no meio ambiente
(Geyer, Jambeck e Law, 2017). A presen¢a ubiqua dos plasticos abrange diversos ecossistemas,
comprometendo a sua homeostase macroscopica e microscopica (Pilapitiya e Ratnayake, 2024).
Embora esses polimeros possam sofrer varios tipos de intemperismo natural, como
fotodegradacdo, oxidacdo térmica, hidrdlise, biodegradacao e fragmentacgdo, sua degradagado ¢
extremamente lenta (Li, P. et al., 2021; Pilapitiya e Ratnayake, 2024; Wang et al., 2021). Assim,

sua persisténcia no meio ambiente gera impactos na flora, na fauna e na satide humana
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(Galloway e Lewis, 2016; Li, P. et al., 2021; Sussarellu et al., 2016). Além dos impactos na
paisagem, esses polimeros podem atuar como carreadores de microrganismos, metais pesados
e poluentes organicos persistentes (Baptista Neto ez al., 2019; Massos e Turner, 2017; Rodrigues

etal.,2019).

Figura 1: Panorama dos Plasticos no Mundo em 2024. Adaptado de Plastics the Facts 2025 (Plastics Europe,
2025).
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1.2 BIODEGRADACAO DE PLASTICOS

Diante da urgéncia de conten¢do da poluicdo plastica, a prospeccdo de estratégias de
remediacdo, como a biodegradacido, ¢ indispensavel. Biodegradagdo, de acordo com a Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), corresponde a decomposi¢do de uma
substancia por meio da agdo enzimatica, seja in vivo, seja in vitro. Esta pode ser primaria,
quando promove alteragdes na estrutura quimica que resultam na alteragdo de propriedades, ou

final, que corresponde a oxidagdo total ou a redugdo a moléculas simples (IUPAC, 2025).

Quando se trata de plésticos, esse processo geralmente envolve quatro etapas:
biodeterioracdo, biofragmentacao, assimilagdo e mineralizacdo. A biodeterioragdo corresponde
as modificagdes (mecanicas, fisicas e quimicas) iniciais que ocorrem na superficie do polimero
durante o processo de coloniza¢do microbiana (formacdo do biofilme). Os microrganismos
atuam por meio de processos mecanicos, quimicos e enzimaticos (Gu, 2003; Lucas et al., 2008).
A biofragmentagao ¢ o processo de clivagem do polimero em monomeros e oligdmeros. Isso €
indispensavel, pois o polimero possui alto peso molecular, o que tornaria impossivel sua
passagem pela parede celular e pela membrana plasmatica. Esse ¢ um processo enzimatico que
pode ocorrer por vias oxidativas e/ou hidroliticas. A assimilacao ¢ o processo em que ocorre a
integracdo dos atomos dos fragmentos dos materiais poliméricos dentro das células

microbianas. Essa integragdo fornece aos microrganismos as fontes necessdrias de energia,
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elétrons e elementos (por exemplo, carbono, nitrogénio, oxigénio, fosforo, enxofre, entre
outros) para a formagdo das estruturas celulares. Essa etapa permite o crescimento e a
reprodugdo, a0 mesmo tempo em que consome o substrato (material polimérico) do ambiente.
Por fim, a mineralizagdo ¢ o processo pelo qual moléculas simples, como CO», N2, CHs e H>0O,

sao liberadas no ambiente (Lucas et al., 2008).

Os plasticos sintéticos podem ser enquadrados em duas categorias de acordo com o seu
arcabouco: C—C (PE, PP, PVC e PS) e C—O (PU e PET). Devido a sua estrutura, composta
por ligagdes simples entre carbonos, e a inexisténcia de quaisquer grupos reativos, os plasticos
como o poliestireno (objeto de estudo deste trabalho) representam um desafio maior quanto a
biodegradacdo. Estes sdo considerados inertes a hidrolise, sendo os processos redox

fundamentais para a decomposi¢do de tais polimeros (Krueger, Harms e Schlosser, 2015).

1.3 POLIESTIRENO: ESTRUTURA, APLICACOES E BIODEGRADACAO

O poliestireno ¢ um polimero aromatico sintético, com alta massa molar e férmula
(CsHs)a (Figura 2), produzido a partir do mondmero de estireno (vinilbenzeno). E um material
amorfo, com massa molar My, entre 100.000 e 400.000 g/mol. Baixo peso especifico, alta
transparéncia e brilho, auséncia de cor, baixo encolhimento e facilidade de fabricacdo estdo

entre os seus aspectos mais caracteristicos (Gausepohl e Niefiner, 2001).

Figura 2: Estrutura do estireno e do poliestireno. O carbono alfa, ligado ao anel aromatico, esta destacado em
vermelho, e o carbono beta, em azul.
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O PS ¢ utilizado em uma ampla gama de aplicagdes, incluindo embalagens, bens
manufaturados, materiais de construgdo, produtos hospitalares e até mesmo artesanato (Arfin,
Mohammad e Yusof, 2015). Esse polimero ¢ geralmente apresentado em quatro categorias:
GPPS (General Purpose Polystyrene, ou Poliestireno de Uso Geral), HIPS (High Impact
Polystyrene, ou Poliestireno de Alto Impacto), XPS (Extruded Polystyrene, ou Poliestireno
Extruido) e EPS (Expanded Polystyrene, ou Poliestireno Expandido) (Singh, Chauhan e Gaur,
2025).
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O GPPS ¢ amplamente utilizado quando a transparéncia, a rigidez e o custo-beneficio
sdo prioridades. Devido ao baixo custo e a maleabilidade, ¢ utilizado em produtos de uso unico,
como utensilios domésticos descartaveis, e na industria alimenticia. Também sdo relevantes no
contexto de produtos hospitalares, devido ao custo, a pureza e a transparéncia. Sao relevantes
na producdo de eletronicos devido a sua rigidez e estabilidade dimensional (Singh, Chauhan e
Gaur, 2025). HIPS corresponde a um material de duas fases, composto por uma matriz de
poliestireno livre e particulas de borracha, que contém particulas de polibutadieno em escala
micrométrica (3-10% da massa total do material) (Giakoumakis et al., 2024). A fungdo do
polibutadieno ¢ aumentar as propriedades mecanicas do polimero, promovendo uma maior
forca de impacto, alongamento na ruptura e tenacidade a fratura (Prasad e Singh, 1997). O HIPS
¢ frequentemente utilizado em materiais de escritorio, brinquedos e eletronicos (Muthukumar,
Kandukuri e Chidambaram, 2024). O XPS ¢ uma espuma de poliestireno dura (densidade de
25-50 kg/m?) de célula fechada produzida pelo método de extrusdo de espuma (Voith et al.,
2022). E comumente utilizado para isolamento térmico de paredes, fundagdes, lajes e telhados.
O EPS (densidade de 10-30 kg/m?) consiste em pequenas particulas esféricas que contém cerca
de 98% de ar. Estas sdo derivadas da polimerizagao do estireno seguida da adi¢cdo de um agente
de expansdo (Sulong, Mustapa e Rashid, 2019; Voith et al., 2022). Apresenta aplicagdes muito
versateis, que vao das embalagens e caixas térmicas, a itens da construcgao civil e de estradas

(Ho, Roberts e Lucas, 2018)

Assim como os demais plasticos, o poliestireno ¢ amplamente utilizado devido as suas
propriedades mecanicas e ao baixo custo. Devido a isso, esse material tem se acumulado no
meio ambiente, causando poluicdo ambiental, problemas a saude humana e mudancas
ecossistémicas em func¢ao de sua toxicidade e de compostos recalcitrantes (Ho, Roberts e Lucas,
2018). Além disso, a fragmentacdo desses residuos gera microplasticos, particulas com
diametro inferior a 5 mm, que tém emergido como uma preocupacao relevante. Em ambientes
aquaticos e terrestres, estes foram associados a efeitos toxicos sobre os animais, incluindo
reducdo da sobrevivéncia e da reproducdo, aumento do estresse oxidativo, disfungdes
imunologicas e alteragdes na microbiota. Esse fendomeno pode afetar diretamente as cadeias

alimentares (Jin ef al., 2018; Toussaint ef al., 2019).

Os produtos a base de poliestireno podem ser reciclados; no entanto, a sua grande
maioria ¢ destinada aos aterros sanitarios. Um dos principais empecilhos ao processo de
reciclagem ¢ o custo do transporte, pois o material ¢ leve e volumoso (Ho, Roberts e Lucas,

2018).
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O poliestireno ¢ um termopléstico duravel, geralmente considerado nao-biodegradavel.
Na realidade, a biodegradagdo do PS acontece, mas em uma taxa bastante lenta em ambientes
naturais, fazendo com que o polimero persista por longos periodos de tempo como um residuo
solido (Kaplan, Hartenstein e Sutter, 1979). Isso ocorre devido ao carater hidrofébico da
maioria dos termoplasticos, o que os torna resistentes a hidrolise. A sua composi¢cao molecular
afeta a hidrofobicidade da superficie, influenciando negativamente a interacdo com os
microrganismos degradadores (Albertsson e Karlsson, 1993). Além disso, a alta massa
molecular e a insolubilidade em 4gua dificultam o transporte para a regido intracelular (Artham
e Doble, 2008). No entanto, os processos bioldgicos podem iniciar-se de forma extracelular, por
meio da secre¢do de enzimas pelos microrganismos. Como as enzimas sdo muito grandes para
penetrar no polimero, atuam na superficie (Tokiwa et al., 2009). Esses processos podem ser
iniciados pela formagdo de grupos funcionais na cadeia polimérica (Albertsson, Andersson e

Karlsson, 1987).

Micro-organismos de diversas origens tém sido explorados para a biodegradagdo de
poliestireno, incluindo aqueles provenientes de ambientes naturais, como solo e oceano (Atiq
et al., 2010; Auta, Emenike e Fauziah, 2017; Kim et al., 2021), bem como de ambientes
poluidos (Wang et al., 2024; Yuan et al., 2023). Nos ultimos dez anos, a microbiota intestinal
de insetos capazes de ingerir poliestireno expandido vem ganhando destaque, sendo uma fonte

bastante promissora de microrganismos (Jiang et al., 2021b; Yang et al., 2015a).

Nesse contexto, este trabalho coloca como protagonista a microbiota intestinal de larvas
de Sphenophorus levis, um inseto amplamente estudado por nosso grupo de pesquisa. Este, que,
durante coletas em campo, foi observado mastigando, perfurando e formando galerias nos
contéineres de poliestireno expandido utilizados para o seu armazenamento e transporte ao
laboratorio. Ademais, busca-se investigar os componentes moleculares de seus microrganismos
selecionados e isolados, incluindo genes e proteinas, a fim de identificar recursos bioldgicos

associados a biodegradagdo do poliestireno.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Identificar microrganismos da microbiota intestinal de Sphenophorus levis com
potencial para biodegradar poliestireno e investigar os mecanismos moleculares envolvidos,

visando ao desenvolvimento de ferramentas biotecnologicas para sua biorremediagao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Compreensao dos efeitos da alimentagdo de larvas de S. /evis com poliestireno na

performance e na composi¢cdo da comunidade microbiana.

Isolamento, por meio de enriquecimento em meio mineral com PS como fonte tnica de

carbono, de bactérias candidatas a biodegradac¢do do polimero.
Avaliacao do potencial de modificagdo dos filmes de PS pelas bactérias isoladas.

Investigacdo e caracterizagdo dos genes candidatos, obtidos por sequenciamento do

genoma, ao envolvimento nos processos de modificacdo do polimero.
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CAPITULO 1: INVESTIGACAO DA MICROBIOTA DE Sphenophorus levis QUANTO
A SUA CAPACIDADE DE MODIFICAR POLIESTIRENO
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1 INTRODUCAO

1.1 BIODEGRADACAO DE PLASTICOS C-C POR INSETOS E SUA MICROBIOTA

O desafio de solucionar a questdo do destino final dos plasticos com arcabougo
homoatomico tem atraido a aten¢do da comunidade cientifica ha anos. (Ho, Roberts e Lucas,
2018; Raddadi e Fava, 2019). Algumas iniciativas tiveram como enfoque o isolamento de
micro-organismos de solo e de lodo, como Bacillus spp. € Pseudomonas spp. (Mohan et al.,
2016), Comamonas sp., Delftia sp., Stenotrophomonas sp. (Peixoto, Silva e Kriiger, 2017),
Enterobacter sp., Citrobacter sedlakii, Alcaligenes sp. e Brevundimonas diminuta (Sekhar et
al., 2016). Em contrapartida, nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem investido na
exploragdo da microbiota intestinal de insetos capazes de ingerir esses polimeros,

particularmente de larvas com aparelhos bucais de mastigacao.

Esforgos para alavancar as taxas de biodegradagdo de materiais pléasticos revelaram que
o ambiente intestinal das larvas de insetos permite uma degradacdo comparativamente rapida
desses materiais. Esse processo foi demonstrado em diversas espécies holometabodlicas. Em
2010, foi relatado que larvas de Zophobas atratus sdo capazes de ingerir plasticos (Miao e
Zhang, 2010). Em 2014, foram isolados, a partir do intestino das larvas do lepidoptero traga-
indiana-da-farinha (Plodia interpunctella), os microrganismos Enterobacter asburiae YT1 e
Bacillus sp. YP1 que tiveram caracterizada a capacidade de biodegradar polietileno (Yang et
al., 2014). Nesse mesmo periodo, observou-se que a larva do besouro-da-farinha (7enebrio
molitor) ¢ capaz de se alimentar de poliestireno expandido e que havia evidéncias de
biodegradacdo e mineralizacao do polimero, decorrentes de alteragdes nas propriedades fisicas
e quimicas (Yang ef al., 2015b). Logo em seguida, a participacdo dos micro-organismos, como
uma linhagem de Exiguobacterium sp. YT2, envolvidos nesse processo, foram confirmados
(Yang et al., 2015a). Com o passar dos anos, outros insetos foram submetidos a uma dieta
baseada em plasticos C—C, e a importancia da microbiota continuou a ser evidenciada, o que
permitiu o isolamento de microrganismos-chave para o processo. Os estudos de degradacao
dessa classe de polimeros concentram-se em lepidopteros e coledpteros. O lepidoptero Galleria
mellonella (traga-da-cera), por exemplo, foi descrito como tendo potencial para degradar tanto
o polietileno quanto o poliestireno, processos que estariam intimamente associados a linhagens
de Enterobacter sp. e Massilia sp., respectivamente (Bombelli, Howe e Bertocchini, 2017; Jiang
etal.,2021a;Ren et al., 2019). Em estudos com a larva do coledptero Plesiophthalmus davidis,
foi realizado um enriquecimento que demonstrou que uma linhagem do género Serratia estaria

associada a decomposicao de poliestireno (Woo, Song e Cha, 2020). Pesquisas semelhantes
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realizadas com Zophobas atratus permitiram nao sé isolar uma linhagem de Pseudomonas spp.,
como também relatar a atividade de uma serino-hidrolase fundamental para esse processo (Kim
et al., 2020). Atualmente, as pesquisas nao tém se limitado apenas a coledpteros e lepidopteros,
sendo evidente a acdo da microbiota de insetos das ordens Blattodea (Li et al., 2024) e Diptera

(Filippis, De et al., 2023), por exemplo.

O nosso grupo de pesquisa tem vasta experiéncia no estudo do coledptero Sphenophorus
levis. Durante esse periodo, muitas coletas em campo foram realizadas e, em algumas delas,
larvas desse inseto foram transportadas em contéineres de poliestireno expandido. Porém, algo
curioso era recorrente. As larvas eram capazes de perfurar o material, formando galerias, ou até
mesmo de escapar do recipiente. Diante da evidéncia na literatura de que alguns insetos tém
potencial biodegradador de poliestireno e de que isso estaria intimamente ligado a sua
microbiota, consideramos promissor explorar os componentes do microbioma intestinal das

larvas de S. levis para fins de biorremediacao desse relevante poluente.

1.2 0 BICUDO DA CANA-DE-ACUCAR

O bicudo da cana-de-acucar (Sphenophorus levis, Coleoptera: Curculionidae) foi
identificado primeiramente em 1978, na regido de Piracicaba-SP, e, a partir de entdo, passou a
ser considerado uma praga relevante para a cana-de-agucar (Saccharum officinarum),
especialmente no estado de Sao Paulo (Vanin, 1990). A incidéncia do inseto ultrapassou as
fronteiras do estado de Sao Paulo, sendo descrito também em Santa Catarina, no Parana
(Precetti e Arrigoni, 1990), em Minas Gerais (Giron-Pérez et al., 2009) e no Mato Grosso do
Sul. O impacto nas lavouras ¢ bastante significativo, podendo significar a perda de 30 toneladas

por hectare ao ano (Almeida, 2005).

Habitante dos solos, o inseto-praga Sphenophorus levis danifica as plantas de cana-de-
acucar ao se alimentar de seus rizomas. Seu estagio larval estende-se entre 30 e 60 dias, seguido
da fase de pupa entre 7 e 12 dias; os adultos vivem até no maximo 220 dias (Almeida, 2005;
Precetti e Arrigoni, 1990). As fémeas adultas depositam seus ovos no interior do rizoma e dos
colmos basais, onde as larvas emergem e comecam a se alimentar, formando galerias
preenchidas por serragem, excrementos e solo. Essa atividade resulta em problemas no
desenvolvimento das plantas, ocasionando sintomas como amarelamento e necrose das folhas
e, consequentemente, na morte do vegetal, formando manchas amareladas distribuidas pela

plantacao (Casteliani et al., 2020).
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Figura 3: Ciclo de vida do bicudo da cana-de-acticar. (A) adulto. (B) ovos. (C) e (D) larvas. (E) pupa. Adaptado de Paula,
(2012) com modificacdes graficas realizadas com ferramentas de inteligéncia artificial

DEPOSIGAO DOS OVOS

Um dos maiores impedimentos ao controle efetivo do inseto no campo € o seu habitat.
Eles se alojam no interior da cana-de-agucar, o que torna ineficazes os inseticidas quimicos
comerciais. Devido a isso, nosso grupo de pesquisa vem trabalhando ha cerca de duas décadas
na busca de estratégias de controle do inseto por meio de abordagens biotecnoldgicas. Foram
exploradas proteinas-chave do processo digestivo do inseto, como as catepsinas (cisteino-
proteases), que poderiam ser utilizadas como alvos para o controle da praga. Nesse contexto,
foi estudada, de maneira extensiva, a interacdo de cistatinas (inibidores competitivos do tipo
tight-binding de cisteino-proteases) de cana-de-agucar com as catepsinas de S. levis € como
esses inibidores afetavam a biologia dos insetos quando ingeridos (seja através de dieta
artificial, seja em eventos de cana-de-aglicar geneticamente modificadas) (Fonseca et al.,2012;
Shibao et al., 2021; Soares-Costa et al., 2011). Ademais, estratégias utilizacdo de RNA de

interferéncia, utilizando a V-ATPase E como alvo, foram empregadas (Mohan et al., 2021)

A experiéncia de trabalho com o inseto e o conhecimento de seus genes permitiram
observar que esse artropode poderia ser objeto de estudo para aplicacdes biotecnologicas. Nesse
sentido, proteinas de interesse industrial, como pectinases e invertases, foram identificadas,
produzidas em sistema heterdlogo e caracterizadas (Evangelista et al., 2014; Pedezzi et al.,
2014). Outros estudos foram voltados a compreensao da diversidade microbiana intestinal do
inseto em sua fase larval. Foi realizado um panorama de identificacdo de espécies por meio do
sequenciamento Sanger da regido 16S dos microrganismos das comunidades intestinais de

larvas criadas em laboratorio e oriundas do campo. Os microrganismos cultivaveis foram
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isolados, identificados e submetidos a avaliacdo de sua atividade celulolitica, relevante para o

nicho ecologico do inseto-praga (Rinke et al., 2011).
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2 OBJETIVOS

Este capitulo busca compreender os efeitos da alimentagdo restrita com poliestireno sobre
o desempenho e as comunidades bacterianas intestinais das larvas de Sphenophorus levis.
Além disso, busca identificar quais microrganismos dessas comunidades teriam,
isoladamente, potencial para modificar o poliestireno. Assim, esse capitulo apresenta os
seguintes objetivos especificos:
e Avaliagdo performance das larvas de Sphenophorus levis submetidas a dieta baseada
em poliestireno;
e Caracterizagdo a diversidade microbiana do intestino das larvas por metabarcoding
do gene 168S;
e Isolamento e identificagdo de microrganismos a partir do cultivo do contetido
intestinal das larvas em meio de cultura no qual a unica fonte de carbono ¢ o
poliestireno, para enriquecimento;

e C(Caracterizacao dos filmes de poliestireno apds a¢do microbiana.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 INVESTIGACAO DAS COMUNIDADES MICROBIANAS DOS INTESTINOS DE
LARVAS DE BICUDO DA CANA-DE-ACUCAR ALIMENTADAS COM
POLIESTIRENO

3.1.1 Alimentacao das larvas

Larvas de Sphenophorus levis de 15 dias foram obtidas da empresa Pragas.com
(Piracicaba, SP, Brasil; http://pragas.com.vc/). As larvas foram mantidas individualmente em
placas de Petri sob trés condigdes distintas. Um grupo de larvas foi alimentado apenas com EPS
(um bloco de aproximadamente 150 mg para cada individuo). A alimentagdo do segundo grupo
consistiu em EPS triturado e dieta artificial convencional (Degaspari et al., 1987), misturados
na propor¢do de 1:20 (m/m). O grupo controle foi mantido em dieta artificial. Os grupos

totalizavam 33 larvas.

O cultivo dos insetos foi realizado sob condi¢des controladas de temperatura (26 + 2
°C), fotoperiodo (12 L:12D) e umidade relativa (55-65%) em camara Panasonic MLR-352H
por 5 dias. O EPS utilizado na alimentac¢do dos insetos foi gentilmente doado pela empresa
Mundi-Eps - Industria e Comércio de Plasticos LTDA (Brodowski, SP, Brasil;
https://www.mundieps.com.br). De acordo com as informagdes do fabricante, a densidade do

material ¢ de 0,014 g/cm? e ndo foram adicionados aditivos ou catalisadores ao polimero.

Antes de submeté-las aos diferentes tratamentos, as larvas, que estavam mantidas em
dieta convencional, foram pesadas. Quando submetidas as diferentes dietas, elas foram
observadas quanto as alteragdes em seu crescimento e desenvolvimento e, apds 5 dias, o
experimento foi encerrado. Nesse momento, houve uma nova pesagem. Foram calculados o
crescimento relativo [(massa final - massa inicial) /massa inicial] e a sobrevivéncia (n° de larvas

vivas/n® total de larvas). Além disso, o consumo de EPS foi avaliado.

3.1.2 Dissecacao e extracio dos intestinos

Ao final do experimento, as larvas foram coletadas e dissecadas conforme descrito
anteriormente com modificacdes (Rinke ef al., 2011). Primeiramente, os insetos foram mantidos
no gelo por 10 minutos. Sua superficie foi desinfectada por submersdo em etanol a 70% (v/v)
por 3 minutos e, em seguida, imersa em tampao salino tamponado com fosfato 1X estéril (PBS;
137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH>POs, pH 7,4). As larvas foram

dissecadas em PBS utilizando bisturi para remover as cabecas e pinga para puxar o intestino
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para fora da carcaga. Os intestinos foram imediatamente submersos em tampao TE (10 mM
Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0). Para cada condi¢ao experimental, um poo/ de 5 intestinos foi imerso

em 300 pL de TE e agitado em vortex por 5 minutos.

3.1.3 Construcio das bibliotecas e sequenciamento da regiio V3—V4 do gene 16S rRNA

Trés pools de 5 larvas para cada uma das condi¢gdes foram submetidos a extragdao de
DNA total utilizando o kit Nucleospin Soil (Macherey-Nagel). A regido V3-V4 do gene 16S foi
amplificada com o Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher) e os primers 5'
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCA G 3’ ¢ &'
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC
3°, que contém adaptadores Illumina. A reagdo foi iniciada a 95 °C por 3 minutos, seguida de
30 ciclos de 98 °C/20 s, 55 °C/30 s e 72 °C/30 s, ¢ finalizada com extensao de 5 minutos a 72
°C. Os amplicons foram purificados com beads magnéticas AM Pure XP (Beckman Coulter) e
submetidos a uma nova reagdo para a adicdo dos indexes, de acordo com o descrito no
documento “16S Metagenomic Sequencing Library Preparation” (Illumina, 2013). O tamanho
dos fragmentos foi analisado no Bioanalyzer DNA 1000 (Agilent) e a concentragdo, no Qubit
(Thermo Fisher). Com essas informacodes, as bibliotecas foram unificadas e normalizadas. As
amostras foram enviadas ao Laboratério de Sequenciamento em Larga Escala (SELA-FMUSP,
Sao Paulo), onde foram analisadas em um sequenciador NextSeq 2000 utilizando leituras

paired-end 2 % 300.

3.1.4 Processamento dos dados de sequenciamento

As andlises bioinformaticas de microbioma foram feitas utilizando o QIIME 2 2026.1
(Bolyen et al., 2019). Os dados brutos foram demultiplexados e suas qualidades foram
visualizadas com o plugin q2-demux (github.com/qiime2/q2-demux). O plugin gq2-cut-adapt
(Martin, 2011) foi utilizado para remocdo dos primers de sequenciamento do rRNA 16S. O
processo de denoising foi realizado com o plugin q2-dada2 (Callahan et al., 2016) utilizando a
qualidade das sequéncias como base para definir onde trunca-las. As ASVs (amplicon sequence
variant) geradas pelo denoising foram alinhadas com MAFFT (Katoh, 2002) usando o plugin
g2-alignment (github.com/qiime2/q2-alignment) e usadas para a constru¢do de uma arvore
filogenética com fasttree2 (Price, Dehal e Arkin, 2010) com o plugin q2-phylogeny
(github.com/qiime2/q2-phylogeny).

As ASVs geradas foram classificadas taxonomicamente com o plugin q2-feature-

classifier contra os bancos de dados SILVA versao 138.2 (SSU Ref NR 99) (Quast et al., 2012).
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Foi usado o comando classify-sklearn no plugin q2-feature-classifier (Bokulich et al., 2018),
que classifica as ASVs com base no modelo probabilistico de Naive Bayes. Os bancos de dados

utilizados foram baixados, filtrados e treinados conforme o item 3.1.4.1.

O processamento downstream desses dados de microbioma foi realizado na linguagem
R (v 4.5.1) para andlises estatisticas e visualizacdo de dados. Primeiramente, os arquivos
resultantes do processamento no QIIME2 foram importados no RStudio usando as bibliotecas
qiime2R (v 0.99.6) e phyloseq (v 1.54.0). As medidas de alfa diversidade para as métricas de
Shannon e de Simpson) foram feitas com o pacote stats (v 4.5.1). Para a beta-diversidade, a
analise PERMANOVA foi realizada com a biblioteca vegan (v 2.7-2), baseada na matriz de
Bray-Curtis, com 999 permutacdes. As curvas de rarefagdo foram geradas com a biblioteca

Racanapa (v 0.1.0).

Os pacotes tidyr (v 1.3.2) e dplyr (v 1.2.0) foram usados para filtrar as espécies de baixa
abundancia, agrupar as sequéncias por ranking taxondmico (género) e calcular as abundancias
relativas. Para visualizar todos estes dados de diversidade, curvas de rarefacdo e composigao
da comunidade, foram utilizadas as bibliotecas ggplot2 (v 4.0.2), ggpubr (v 0.6.2), patchwork
(v 1.3.2), scales (v 1.4.0) e viridis (v 0.6.5) para gerar graficos de barras, de dispersdo,

diagramas de caixa e tabelas.

3.1.4.1 Preparo dos bancos de dados para classificagdo taxonomica

Os bancos de dados foram baixados, filtrados e treinados usando os plugins q2-rescript
(Robeson et al., 2021) e q2-feature-classifier (Bokulich et al., 2018). O banco de dados SILVA,
versao 138.2 (SSU Ref NR 99), foi baixado e as sequéncias de baixa qualidade (bases ambiguas
ou homopolimeros) foram removidas. O banco de dados foi entdo filtrado com as sequéncias
dos primers de sequenciamento, de modo a manter apenas a regido V3-V4 para classificagao.
O banco de dados foi de-replicado para remover regides idénticas entre si e, por fim, foi treinado

com o modelo probabilistico de Naive Bayes.

3.2 ISOLAMENTO DE BACTERIAS CANDIDATAS A DEGRADACAO DE
POLIESTIRENO

3.2.1 Preparo dos filmes de poliestireno

Blocos de EPS (0,014 g/cm?®) foram dissolvidos em xileno (0,03 g/mL). Na capela de
exaustdo, 210 mg do polimero foram dispostos em placas de Petri de vidro de 7 cm de didmetro,

sobre as quais foram adicionados 7 mL de xileno. O conjunto do solvente e do polimero ficou
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em capela de exaustdo por 3 dias para secagem. Os filmes, com espessura inferior a 80 pm,
foram lavados com metanol e com agua destilada. As superficies dos filmes foram desinfetadas

com etanol a 70%.

3.2.2 Alimentacio e dissecacido das larvas.

Larvas de Sphenophorus levis foram adquiridas da empresa Pragas.com e alimentadas
com poliestireno expandido conforme descrito na se¢do 3.1.1. A dissecacdo e a extragdo dos
intestinos foram conduzidas conforme a se¢do 3.1.2, com a diferenga de que os intestinos foram
submersos em tampao PBS. Pools de 7 a 10 intestinos foram imersos em 1 mL do tampao e
agitados em voértex por 5 minutos. A fim de separar os tecidos do inseto das bactérias, os tubos
com o conteudo foram submetidos a decantagdo em gelo por 20 minutos para que o

sobrenadante fosse coletado.

3.2.3 Cultivo em meio restrito

O sobrenadante coletado foi inoculado em 100 mL de meio de cultura LCFBM (Liquid
Carbon Free Basal Media) contendo 1 g de filmes de poliestireno, cortados com dimensdes de
aproximadamente 3 mm x 3 mm, em frascos Erlenmeyer de 500 mL. O meio livre de carbono
¢ composto por 0,7 g/L de KH2PO4, 0,7 g/L ode KoHPO4, 0,7 g/L de MgSO4-7H20, 1,0 g/L de
NH4NOs3, 0,005 g/L de NaCl, 0,002 g/L de FeSO4-7H20, 0,002 g/L de ZnSO4-7H20 e 0,001
g/l de MnSO4-H20. Esse meio de cultura ¢ padrdo da American Society for Testing and
Materials (ASTM) para a avaliagdo da resisténcia de plasticos a bactérias (ASTM G22-76). A
cultura foi incubada sob agitacdo (120 rpm) a 24 °C por 60 dias. Como controle, um frasco sem

inoculo foi mantido nas mesmas condicoes.

Ap0ds esse periodo, o meio e os filmes de PS foram coletados e agitados em vortex por
5 min para liberagdo das bactérias. Apos diluigdo seriada, 200 microlitros foram plaqueados em
meio LB e incubados a 30 °C. Apoés a avaliagao da morfologia das colonias, as que diferiram

entre si foram repicadas em LB égar.

3.2.4 Identificacao das bactérias isoladas

As diferentes cepas isoladas foram repicadas em LB liquido e cultivadas a 30 °C e 200
rpm. O DNA total foi extraido utilizando o kit NucleoSpin Microbial DNA (Macherey-Nagel).
O DNA genomico foi amplificado por PCR com primers direcionados a regido correspondente
ao RNA ribossomal 16S: 27F (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") e 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Weisburg et al., 1991). As reagdes foram conduzidas em
volume final de 25 pL. Foram utilizados 200 pM de cada dNTP (Promega), 0,5 uM de cada
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primer ¢ 2,5 U da enzima Taq High Fidelity Pol (Cellco) em tampao apropriado. A amplificagdo
foi realizada em um termociclador Veriti (Applied Biosystems), iniciando com uma temperatura
de 94 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificagdo (1 min — 94 °C, 1 min — 50 °C e
2 min — 72 °C) e terminando com uma extensao final de 7 min a 72 °C. Os amplicons foram
sequenciados pelo método dideoxi (Sanger, Nicklen e Coulson, 1977), com os primers V3-V4:

314F (5 CCTACGGGNGGCWGCAG 3’) e 805R (5 GACTACHVGGGTATCTAATCC 3°).

3.2.5 Curva de Crescimento

As bactérias selecionadas foram cultivadas em meio LB liquido ¢ acompanhadas até
atingirem a fase estacionaria. Pré-inoculos das bactérias foram cultivados por 16 horas e, em
seguida, diluidos em 100 mL de LB na razdo 1:100. Os frascos Erlenmeyer foram submetidos
a agitacdo a 200 rpm a 30 °C. O experimento foi conduzido em triplicata. Periodicamente,
aliquotas da cultura foram coletadas. A densidade optica (DO) foi mensurada em um

espectrofotometro a 600 nm até atingir a fase estacionaria.

3.3 CARACTERIZACAO DAS BACTERIAS CANDIDATAS QUANTO A HABILIDADE
DE MODIFICAR O POLIESTIRENO

3.3.1 Cultivo das bactérias em contato com PS em meio sélido

As bactérias foram cultivadas em meio LB (200 rpm, 30 °C) até atingirem a fase
logaritmica de crescimento. As culturas foram centrifugadas por 7 min a 2700 X g para a
obtencdo da massa celular. O material foi ressuspendido em solucdo salina a 0,85% de NaCl. O
processo de centrifugag¢do foi repetido 3 vezes para lavagem do pellet. Por fim, o material
ressuspendido em LCFBM, a densidade optica (600 nm) foi corrigida para 1,0 e 200 microlitros
do contetido foram espalhados em meio livre de carbono suplementado com agarose (CFBM
so6lido).

3.3.2 Anailise por microscopia eletronica de varredura dos filmes de poliestireno

A fim de verificar a proliferacdo e a morfologia bacteriana na superficie, o filme de
poliestireno foi submetido a andlise por microscopia eletronica de varredura (MEV). Para
investigar as modificagdes estruturais pos-degradagdo, o filme foi lavado com SDS a 2% por
16 horas para remover os microrganismos. As amostras foram metalizadas com ouro, utilizando
uma metalizadora Balzers Sputter Coater SCD 004. A camada condutora depositada tem
espessura de 5 nandmetros. Os filmes foram analisados nos microscopios Magellan e TESCAN
MIRA do Laboratério de Caracterizagdo Estrutural (LCE) do Departamento de Engenharia de
Materiais (DEMa) da UFSCar.
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3.3.3 Anailise da composiciao atomica e grupos funcionais da superficie do filme

A fim de avaliar a variagdo na composi¢ao atomica na superficie apos os tratamentos,
foi estimada a proporg¢do relativa entre o carbono e o oxigénio por mapeamento, por meio de
espectroscopia por dispersao de energia (EDS, energy-dispersive spectroscopy), utilizando o
TESCAN MIRA (LCE/DEMa). Essa analise permite verificar as modificagdes na composi¢ao

atdmica na superficie do PS causadas pelas bactérias.

Para estudar os grupos funcionais resultantes da interacao da bactéria com o polimero,
realizou-se a analise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-
ATR). Essa técnica avalia, com base no padriao vibracional das ligagdes moleculares, quais
combinagdes de atomos sdo representadas. Essa andlise foi realizada no equipamento Nicolet

6700 (Thermo Scientific) do Laboratério de Polimeros Biodegradaveis no DEMa.

3.3.4 Analise do Angulo de Contato

A fim de comparar a hidrofobicidade do filme de PS controle e dos filmes submetidos a
acao microbiana, uma analise de angulo de contato (WCA, Water Contact Angle) foi realizada
com o equipamento Attension Theta Flex (Biolin Scientific) a 24 °C. Para comparar os angulos

formados pela gota de dgua sobre os filmes, utilizou-se o teste t de Welch (n = 3).

3.3.5 Cultivo Individual em Meio Liquido e avaliacio da Perda de massa

A cepa mais promissora também foi cultivada em meio liquido. As células foram
preparadas conforme descrito na se¢ao 3.3.1 e ressuspendido em 45 mL de LCFBM (ODgoo =
0,1). Um filme de 30 x 30 mm e 30 mg foi inserido no meio. Apos 60 dias, a massa foi aferida.
Para avaliar a mudanca no perfil da massa molar do polimero, empregou-se uma analise de
cromatografia de permeacao em gel (GPC, Gel Permeation Chromatography). O processo foi
realizado no sistema Shimadzu Prominence GPC (Kyoto, Japao), equipado com uma pré-coluna
Phenogel, 5 pm, e 2 colunas em série: Phenogel, 5 pm, 1 x 10° A, ¢ 5 um, 1 x 10* A
(Phenomenex, Torrance, USA). O volume da amostra foi de 50 uL (1 mg mL ™) e a anélise foi
realizada a 35 °C. Um detector de indice de refracao diferencial (Shimadzu RID-10A). A fase
movel foi THF contendo 0,3% de trietilamida, a uma taxa de fluxo de 0,8 mL min~!. O sistema
foi calibrado com padrdes de polimetilmetacrilato (PMMA). (EasyCal, Sigma-Aldrich) (Mp ~
800 —2000000 g mol'). Todas as massas apresentadas sdo, portanto, relativas aos padrdes de

PMMA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DA PERFORMANCE DAS LARVAS ALIMENTADAS COM
POLIESTIRENO

As larvas de S. levis foram submetidas a trés alimentacdes distintas: poliestireno
expandido (EPS), dieta convencional e mistura das duas. O desenvolvimento dos insetos foi
avaliado diariamente, e observou-se que, ao longo do tempo, as larvas alimentadas
exclusivamente com EPS reduziram seu tamanho, provavelmente por estarem consumindo suas
reservas (p. ex., corpo gorduroso). Assim, considerando a possibilidade de morte das larvas ao

longo do experimento e as dificuldades na extracdo do intestino, o experimento foi encerrado

apos 5 dias. As larvas consumindo poliestireno expandido podem ser observadas na Figura 4.

Figura 4: Mosaico de fotografias que mostra a interaciio entre a larva do bicudo da cana-de-aciicar e o poliestireno
expandido.

A massa das larvas foi avaliada antes e depois do experimento € o crescimento relativo

foi calculado (Figura 5). As larvas alimentadas com EPS apresentaram uma redugao drastica de
massa (crescimento relativo: 0,449+0,099) devido ao consumo de suas reservas. Em
contrapartida, nota-se que houve crescimento ou manutencao do tamanho das larvas mantidas
em dieta convencional (1,096+0,476) e mista (1,405+0,509) e que estas ndo diferem
estatisticamente. Quanto a taxa de sobrevivéncia, 88,23% das larvas que consumiram EPS
sobreviveram, enquanto 86,36% e 76,00% das tratadas com dieta mista e convencional,

respectivamente, permaneceram vivas.

Quando se compara a performance das larvas de S. /evis consumindo EPS a de outros
coledpteros, observa-se um padrdo diferente. A maioria dos estudos sobre a biodegradacao de

plasticos por coledpteros concentra-se na familia Tenebrionidae, com destaque para Tenebrio
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molitor € Zophobas atratus. O tempo de criacdo desses insetos em EPS ¢ muito superior ao
observado neste trabalho, ultrapassando 30 dias. Dentro desse periodo, observou-se uma
reducdo de massa mais sutil, para cerca de 86,2% do peso inicial para 7. molitor e 87,8 % para
Tenebrio obscurus (Peng et al., 2019). No caso das Z. atratus, a redugao ¢ similar, mas a uma

taxa mais branda, com uma perda de 51,67% em 30 dias (Jiang et al., 2021b).

Figura 5: Grifico do crescimento relativo das larvas alimentadas por 5 dias com as dietas restrita ao
poliestireno, convencional e mista. As letras a e b representam os grupos com diferenca estatistica entre si pelo
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Os asteriscos indicam o nivel de significancia da diferenca em relagao a
dieta restrita a EPS.
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Quando se compara a criacdo em laboratorio dessas larvas a de Sphenophorus levis,
nota-se que este Ultimo apresenta varias especificagdes que dificultam e encarecem o processo.
A dieta atualmente empregada baseia-se em Degaspari et al. (1987), na qual, além de uma fonte
celuldsica, hd suplementagdo com vitaminas, fonte de aminoacidos (caseina), nutrientes (sais
de Wesson), entre outros. Em contrapartida, os insetos da familia Tenebrionidae supracitados
conseguem crescer e se desenvolver, completando o seu ciclo de vida, com alimentagdo baseada
somente em farelo (bran) (Ribeiro, Abelho e Costa, 2018). Assim, alteragdes abruptas, como a
substitui¢do da dieta convencional por um bloco de EPS, parecem ser mais impactantes para o
S. levis do que para outras espécies. Como nosso interesse ¢ encontrar microrganismos
degradadores de PS na cavidade intestinal dos insetos, € ndo usar o proprio S. levis como

biorreator na biodegradagdo do material, ndo o consideramos um problema.

E importante ressaltar que o fato de as larvas apresentarem decréscimo na massa
corporea com esse tipo de alimentacdo ndo significa que o poliestireno ndo esteja sendo
degradado no intestino, nem que nao haja assimilagdo em biomassa. Em experimentos

utilizando EPS marcado com carbono-13 na alimentacao de 7. molitor, observou-se que, em 4
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dias de alimentacao, 20,7% do carbono do material havia sido mineralizado, enquanto somente

0,6% havia sido incorporado a biomassa (Yang et al., 2015b).

Também foi avaliado o consumo de massa de EPS pelas larvas. Observou-se que o
consumo médio de EPS das larvas ao longo de 5 dias foi de 6,0 + 3,8 mg. A Figura 4 apresenta
o resultado das larvas mantidas em contato com o EPS por 5 dias. Com cerca de um dia de
exposicao ao EPS, as larvas ja iniciaram a mastigagao dos blocos do material. Algumas delas
apenas roeram a superficie do bloco, enquanto outras formaram galerias, provavelmente para
se esconderem da fonte de luz, mimetizando o seu habitat natural no rizoma e na regido basal
dos colmos de cana-de-agucar. No entanto, 35,5% das larvas ndo interagiram com o bloco de
EPS. Nota-se que as larvas que ndo interagiram com o bloco de isopor ndo foram consideradas

nas analises de sobrevivéncia e de crescimento descritas acima.
4.2 ANALISE DA DIVERSIDADE MICROBIANA INTESTINAL DAS LARVAS

4.2.1 Analise dos dados do sequenciamento

O sequenciamento da regido V3-V4 da regido codificadora do rRNA 16S das trés
diferentes comunidades bacterianas (intestino de S. levis alimentado com dietas: convencional,
mista e restrita a EPS) foi realizado e apresentou os parimetros descritos na Tabela 1. E
importante destacar que a baixa qualidade do sequenciamento de uma das réplicas referentes
ao intestino de larvas alimentadas com a dieta convencional impossibilitou a inclusdo destas

nas analises.

Tabela 1: Numero de reads geradas para 16S

Sample Reads Reads Classified
189591 95733/50,49%
Dieta convencional 177336 89897/50,69%
175805 93137/52,98%
Dieta mista 218653 118558/54,22%
210139 110272/52,48%
259529 170229/65,59%
Dieta restrita (PS) 251610 164547/65,4%
194557 127608/65,59%

Para uma anélise de qualidade, espera-se que as curvas de rarefacao (espécies distintas
vs. namero de reads) (Figura 6) apresentem um achatamento, levando a formagao de um plato.
Ou seja, a partir de um determinado ntimero de reads analisadas, ndo deve haver incremento de
espécies na andlise. Isso significa que ocorreu uma amostragem da maior parte da diversidade
contida nas bibliotecas, ou seja, uma suficiéncia amostral adequada. Assim, permitindo uma

caracterizacdo mais eficaz da biodiversidade das comunidades e comparacdes confidveis entre
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os grupos. A auséncia de crescimento continuo nas curvas reduz a probabilidade de

subestimagdo da diversidade e confere robustez as inferéncias subsequentes.

Figura 6: Curvas de rarefacdo utilizadas para indicar a suficiéncia amostral. O eixo y mostra o nimero de
espécies distintas em funcio do ntiimero de reads observadas. (SLC) Dieta Convencional. (SLE) Dieta Restrita
a EPS. (SLM) Dieta Mista.
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4.2.2 Analise da Diversidade Bacteriana

A utilizagdo de marcadores para identificacdo de espécies, a partir do sequenciamento
associado a abundancia dos reads, permite estabelecer correlagdes que permitem inferir sobre
a diversidade das amostras. A beta-diversidade estima a similaridade entre populacdes. A
abordagem denominada Dissimilaridade de Bray-Curtis considera tanto o tamanho (abundancia
geral por amostra) quanto a forma (abundéncia de cada tdxon) das comunidades. Esta analise ¢
apresentada na forma de um grafico de Anéalise de Coordenadas Principais (PCoA) (Figura 7).
Nota-se, dessa maneira, que a diversidade das dietas convencional e mista forma clusters
independentes, mas ndo diferem muito entre si. Isso fica evidente quando se observa que a
posi¢cdo no eixo das abcissas € praticamente a mesma € a variagdo no eixo das ordenadas €
bastante reduzida. A partir da similaridade entre as comunidades, pode-se inferir duas situagdes
distintas. Ou os insetos conseguiram selecionar a dieta durante a alimentagdo mista,
desprezando o poliestireno expandido, ou a coalimenta¢do com a dieta tradicional foi suficiente
para manter o padrdo do microbioma. Por outro lado, quando se comparam as dietas mista e

convencional com a restrita a EPS, a distancia vetorial € bastante significativa, indicando uma
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grande divergéncia entre as comunidades, o que fica bastante claro nos graficos de abundancia

relativa (Figura 8).

Figura 7: Grifico de Analise de Coordenadas Principais (PCoA) apresentando a distribuicio da beta-
diversidade com base na matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis. (SLC) Diecta Convencional. (SLE) Dieta
Restrita a EPS. (SLM) Dieta Mista.
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A alfa-diversidade (Tabela 2) refere-se a diversidade intrinseca e denota a riqueza de
espécies em uma comunidade funcional. O indice de Shannon mede a diversidade de uma
populagdo, assumindo que todas as espécies estao representadas na amostra e que a amostragem
foi aleatoria. O indice aumenta quando a riqueza (numero de espécies) € a uniformidade
aumentam. O indice de Simpson considera o nimero de tdxons e a sua abundancia, mas da mais
énfase as espécies mais abundantes, ou seja, ha menor influéncia de organismos raros. Nota-se
que, nas microbiotas associadas as dietas mista e convencional, houve uma maior diversidade

intrinseca, o que ndo ocorreu para aquelas relacionadas a alimentagao restrita a EPS.

H4 mais de uma década, o nosso grupo de pesquisa ja havia publicado a andlise da
diversidade microbiana de S. /evis (Rinke ef al., 2011). Com uma metodologia baseada em
clonagem e sequenciamento dideoxi, foram avaliadas as diferencas entre os microbiomas dos
intestinos de larvas criadas em laboratorio e de coletadas no campo. O género mais abundante
em ambas as condi¢des foi o Candidatus Nardonella (denominado “Candidatus™ por nao ter
sido isolado), assim como nos insetos alimentados com poliestireno. Esse tdxon ja foi descrito

em varios insetos da familia Curculionidae, tais como Rhynchophorus ferrugineus (Chouaia et
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al., 2021), Euscepes postfasciatus (Kuriwada et al., 2010) e Metamasius hemipterus (Palmieri,
Pavarini e Sharma, 2022), como um endossimbionte recorrente. Seu genoma ¢ bastante
reduzido (cerca de 0,2 Mb), embora codifique os aparatos completos para replicagdo,
transcri¢do e traducdo. Entretanto, carece da maioria dos genes de outras rotas metabdlicas, o
que indica sua dependéncia quase completa do hospedeiro. Notavelmente, um conjunto de
genes foi mantido nos genomas dos Nardonella: os relacionados a rota de sintese da tirosina.
Os gorgulhos possuem uma cuticula dura, e esse aminoacido ¢ o principal precursor para a
formacao desse revestimento. Assim, esse endossimbionte deve ter evoluido de modo a manter
uma Unica funcdo bioldgica: o fornecimento de tirosina, a fim de sustentar o exoesqueleto

altamente esclerotizado do inseto (Anbutsu et al., 2017).

Figura 8: Graficos da abundincia relativa a nivel de género — Comunidade Bacteriana. (SLC) Dicta
Convencional. (SLE) Dieta Restrita a EPS. (SLM) Dieta Mista.
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Tabela 2: indices de alfa-diversidade (Shannon e Simpson) da comunidade bacteriana em nivel de espécie.

Amostra Shannon Index (H) Simpson Index

3,7215 0,8516

Dieta convencional 4,4995 0,9137
4,3554 0,8998

Dieta mista 4,6437 0,9420
4,6056 0,9297

0,2218 0,0581

Dieta restrita (PS) 0,6192 0,1609

0,2447 0,0616
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Os endossimbiontes Nardonella geralmente ndo sao componentes do limen intestinal.
Na verdade, estdo presentes nos bacteriomas localizados na jung¢do entre o intestino anterior e
o intestino médio (Anbutsu et al., 2017). Eles estao fisicamente aderidos a parede externa do
trato digestorio. Portanto, ao remover o intestino para analise, invariavelmente sao coletados os
bacteriomas e todo o DNA da Nardonella. A alimentagdo com poliestireno resultou em uma
super-representacao desse taxon nas analises. Isso pode ocorrer devido ao estresse nutricional

a que as larvas foram submetidas, reprimindo as bactérias do [imen intestinal.

Em contrapartida, as dietas mista e convencional apresentam em sua composi¢cao o
género Enterococcus como mais predominante, o que foi observado para outros curculionideos.
A microbiota de individuos adultos do gorgulho sul-americano da palmeira (Rhynchophorus
palmarum), tem esse género como o mais abundante em sua microbiota intestinal (Calumby et
al., 2022), assim como o gorgulho do agave (Scyphophorus acupunctatus) quando alimentados
em Agave salmiana (Salazar-Rivera et al., 2024). Nos estudos com a larva do bicudo-vermelho-
das-palmeiras, as analises por metabarcoding indicaram que este seria o segundo género
bacteriano mais abundante, embora tenha sido o mais recorrente quando o conteudo intestinal
foi cultivado em meio agar nutriente (Farzane Basavand et al., 2024). Curiosamente, nos
trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa, esse género nao foi encontrado no intestino das
larvas de Sphenophorus levis (Rinke et al., 2011). Estudos indicam que os Enterococcus
desempenham um papel importante para o hospedeiro, protegendo-o contra invasdes de
patdgenos e contribuindo para a resisténcia a inseticidas e toxinas (Grau, Vilcinskas e Joop,

2017; Li, S. et al., 2021; Vilanova et al., 2016).

Quando se comparam as dietas mista e convencional, nota-se um incremento na
abundancia do género Lactococcus. O aumento da porcentagem de reads referentes a esse
género ja foi descrito previamente em outros insetos que se alimentaram de poliestireno
expandido. Larvas de Plesiophthalmus davidis foram submetidas a alimentagao com o polimero
e a presenga de Lactococcus se elevou dez vezes (Woo, Song e Cha, 2020). Fenomeno similar
foi observado para larvas de Tenebrio molitor (Tsochatzis et al., 2021). O género também foi
correlacionado a alimentacdo de PS em larvas de Rhynchophorus ferrugineus, um

curculionideo como o S. levis (Danmek et al., 2025).
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43 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS CANDIDATAS A
BIODEGRADACAO DE PS

Ap6s 60 dias de cultivo em LCFBM contendo filmes de poliestireno, observou-se que
0 meio se tornou turvo-esbranquigado e que havia biofilme sobre os polimeros. O contetudo do
meio foi espalhado em LB agar para identificagao de colonias com morfologias distintas, com
posterior isolamento. Foram isolados cinco micro-organismos, cujos DNA totais foram
extraidos e a regido V3-V4 sequenciada pelo método de dideoxi. Foram encontrados os géneros
Bacillus sp., Lysinibacillus sp., Paenibacillus sp., Cytobacillus sp. e Raoultella sp.. As
sequéncias da regido V3-V4 de cada uma das cepas isoladas estio disponiveis no APENDICE

A.

4.3.1 Bacillus sp.

Caracterizado por suas células em forma de bastonete, o gé€nero abrange espécies de
caracteristicas variadas. A sua morfologia pode ser reta ou curvada, estando solitaria ou
organizada em pares, cadeias ou, ocasionalmente, em longos. A formagdo de enddsporos €
caracteristica, mas ocorre apenas um por célula. Essas estruturas sdo classificadas como
bastante resistentes a uma variedade de condigdes adversas (Logan e Vos, 2015). Linhagens
desse mesmo género foram previamente isoladas da microbiota intestinal de S. levis, tanto de

larvas oriundas do campo, como de criadas em laboratorio (Rinke ef al., 2011).

O género Bacillus ja foi descrito diversas vezes interagindo com o poliestireno e
degradando-o. Auta, Emenike e Fauziah (2017) isolaram duas linhagens de Bacillus a partir de
um manguezal na Malasia Peninsular. B. cereus e B. gottheilii foram avaliados frente a
microplasticos de PS, promovendo reducdes de 7,4% e 5,6% na massa, respectivamente. Uma
cepa de B. paralicheniformis, isolada de uma fossa maritima, foi cultivada com filmes de PS, a
partir dos quais foi observada degradacdo do material. Esta foi comprovada por meio de perda
de massa e de métodos espectroscopicos, como FT-IR e NMR (ressonancia magnética nuclear).
Ademais o genoma do microrganismo foi sequenciado e genes candidatos a atuantes no
processo de degradagdo foram apontados: mono-oxigenase, dioxigenase, peroxidase, esterase e
hidrolase (Ganesh Kumar et al., 2021). Por fim, uma linhagem de Priestia megaterium
(previamente denominada Bacillus megaterium) foi isolada do intestino de Zophobas morio
(Coleoptera) e apresentou-se como um candidato potencial ao processo de despolimerizagao de

PS (Meng et al., 2021).
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4.3.2 Paenibacillus sp.

Os Paenibacilli sao organismos Gram-positivos em forma de bastdo, com 2 a 5 um de
largura e 0,5 a 0,8 um de didmetro. Todas as espécies produzem enddsporos com didmetro maior
que o da célula-mae. Geralmente, suas colonias sdo pequenas € nao pigmentadas e podem
apresentar motilidade (Priest, 2015). Geralmente esse género ¢ encontrado em amostras
clinicas, de 4gua e de solo. Notavelmente, algumas pesquisas demonstraram que essas bactérias
estdo presentes na rizosfera de plantas de cana-de-agucar e atuam como agentes fixadores de
nitrogénio (Singh et al., 2020). Além disso, ja foram descritas como endofiticas importantes no
controle de patologias da cana-de-agticar (Jayakumar, Ramesh Sundar e Viswanathan, 2019).
Diante do fato de que a cana-de-agticar ¢ a principal fonte nutricional do S. /evis, inclusive em
dietas artificiais, o consumo desse material tem levado ao estabelecimento de bactérias no
intestino das larvas. Essa observa¢do alinha-se aos dados obtidos anteriormente pelo nosso
grupo. Nao foi a primeira vez que uma linhagem de Paenibacillus foi isolada de S. /evis. Rinke
et al. (2011) obtiveram o microrganismo a partir de larvas criadas em laboratorio e
caracterizaram sua atividade lignocelulolitica. Além disso, nas andlises de metabarcoding

(secdo 4.2), esse gé€nero esta entre os 20 mais abundantes na microbiota.

O género Paenibacillus ja foi descrito como um agente potencial para a degradagdo de
plésticos. Em 2019, verificou-se que uma linhagem desse género, isolada de um aterro sanitario
no Brasil, era capaz de degradar sacolas de polietileno. Além do surgimento de grupos
funcionais e da cisdo de ligagdes, houve perda de massa. Acredita-se que uma alcano hidrolase
(AlkB) estaria relacionada com o processo (Bardaji, Furlan e Stehling, 2019). Além disso, uma
linhagem isolada de solo marinho foi capaz de degradar polietileno de baixa densidade (LDPE),
com expressiva redugdo de massa (Mallisetty ef al., 2023). Uma linhagem de Paenibacillus
urinalis isolada de solo apresentou indicios de degradacdo de poliestireno, o que foi

comprovado a partir da avaliagdo de produtos de degradag¢ao por HPLC (Atiq et al., 2010).

4.3.3 Lysinibacillus sp.

O género Lysinibacillus sp. consiste em bactérias Gram-positivas e aerdbicas, bastonetes
em estrutura, que sdo capazes de formar endosporos protuberantes localizados terminalmente.
Diferem dos outros Bacillaceae pela composi¢ao do peptidoglicano da parede celular (L-Lys-
D-Asp (A4a)) (Failor et al., 2019). Linhagens desse género ja foram descritas interagindo com
o poliestireno e degradando-o. A partir de amostras de solo de aterro sanitario na China, foi
isolada uma cepa de Lysinibacillus, que foi testada contra microplasticos de PS. Foram

observadas perda de massa e alteragdes na estrutura fisica e quimica, tornando o material mais
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hidrofilico e suscetivel a quebra (Wang et al., 2024). Recentemente, a microbiota intestinal de
outro organismo da familia Curculionideae (a mesma do S. levis) foi acessada com o objetivo
de identificar microrganismos degradadores de PS. Uma linhagem de Lysinibacillus sp. foi
isolada de Rhynchophorus phoenicis e demonstrou potencial para degradar o polimero,
comprovado por ensaios de reducdo de massa e pela avaliacdo da composicdo quimica da

superficie por FT-IR (Immanuel e Isaiah, 2024).

4.3.4 Cytobacillus sp.

Anteriormente (at¢ 2020), pertencentes ao género Bacillus, os Cytobacilli sdo
caracterizados por sua forma em bastonete, pela parede celular Gram-positiva e pela capacidade
de formar endosporos em condi¢des ambientais ou nutricionais adversas. Formam um clado
monofilético que os distingue dos demais Bacilli filogeneticamente, além de serem
caracterizados por 3 CSIs (inser¢des ou dele¢des de sequéncias de assinatura conservadas)
(Patel e Gupta, 2020). Organismos do género Cytobacillus ja foram descritos como potenciais
degradadores de poliestireno. Fragmentos de EPS de um manguezal na China foram utilizados
como fonte de micro-organismos para uma cultura de enriquecimento visando o isolamento
daqueles potenciais. Individuos do género faziam parte do consdrcio microbiano, e quando
testados frente a um filme de PS, demonstraram alterar o angulo de contato, as caracteristicas

fisico-quimicas, além das alteragdes estruturais de superficie (Liu et al., 2023).

4.3.5 Raoultella sp.

O género Raoultella (Enterobacteriaceae) agrupa bacilos Gram-negativos anaerobios
facultativos. Esses microrganismos em forma de bastonete ndo sdo encapsulados nem possuem
mobilidade. Quando cultivadas em meio so6lido, crescem formando coldnias mucosas devido a
sintese de uma capsula de polissacarideos (Sgkowska, 2017). Nos estudos de Rinke et al.
(2011), esse género correspondeu ao terceiro mais abundante entre as larvas coletadas em
campo. Recentemente, uma cepa do género Raoultella foi isolada a partir de solo contaminado
com petroleo. Esta foi testada como agente biodegradador de poliestireno e polietileno,
apresentando modificagdes estruturais € quimicas nas superficies dos filmes, bem como perda
de massa. Seu genoma completo foi sequenciado e selecionadas enzimas candidatas relevantes,

tais como hidrolases e oxidases (Yuan et al., 2023).

4.4 CURVA DE CRESCIMENTO MICROBIANO

Antes de serem submetidas a experimentacao quanto a capacidade de interagir com o

poliestireno e degrada-lo, foi construida uma curva de crescimento para cada uma delas (Figura
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9). Isso foi realizado para determinar a densidade optica (DO) e o tempo de cultivo necessario
para atingir a fase logaritmica de crescimento, etapa em que 0s microrganismos estariam

metabolicamente ativos.

Figura 9: Curva de Crescimento em LB (densidade 6ptica em funcio do tempo), para as diferentes linhagens
isoladas do intestino de S. levis apés o enriquecimento.
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A fase lag de quatro dos microrganismos isolados ¢ bastante curta, ndo ultrapassando 4
horas. Paenibacillus, Bacillus, Lysinibacillus ¢ Raoultella apresentaram rapida adaptagdo ao
meio de cultura, o que sugere que o ambiente atendeu satisfatoriamente as exigéncias
nutricionais iniciais € que o inoculo estava em estado metabolico ativo. Em contraste, a
linhagem de Cytobacillus permaneceu por quase dez horas na fase lag, indicando a
possibilidade de maior complexidade metabdlica ou de inducdo de sistemas especificos de

transporte de nutrientes, anteriores ao inicio da divisao celular acelerada.

A fase log variou entre as linhagens isoladas. As linhagens de Bacillus, Cytobacillus e
Raoultella apresentaram crescimento em patamares de densidade Optica superiores a 6,0,
atingindo o plato entre 10 e 15 horas. A cepa de Lysinibacillus apresenta uma fase exponencial
mais lenta em comparacdo as demais, demorando cerca de 24 horas para atingir a fase
estaciondria, com DOgoo proxima de 4,0. Por fim, a linhagem de Paenibacillus apresenta
proliferagdo lenta e limitada, pois atinge o platé com densidade 6ptica de 1,0 em 12 horas, a
menos que a baixa densidade Optica observada decorra de alguma questao morfoldgica, como
a translucidez (células com menor indice de refragdo espalham menos luz) observada em suas

colonias.
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4.5 CARACTERIZACAO DAS BACTERIAS QUANTO A HABILIDADE DE MODIFICAR
O POLIESTIRENO

As bactérias foram cultivadas e coletadas na fase logaritmica para plaqueamento em
CFBM solido e recobrimento com filme de PS, para avaliacao de sua ac¢ao sobre o polimero ao
longo de 60 dias. Nenhuma mudanga visivel a olho nu foi observada nos filmes tratados com
Lysinibacillus sp., ao contrario dos que tiveram contato com Paenibacillus sp., Bacillus sp.,
Raoultella sp. e Cytobacillus sp.. Nota-se a formagao de um provavel biofilme que se estende
ao longo do polimero, inclusive nas extremidades, como observado em experimentos com
Pseudomonas sp. e Exiguobacterium sp. (Kim et al., 2020; Yang et al., 2015). A linhagem de
Bacillus, especificamente, apresentou massas celulares pontuais, provavelmente colonias, o que

também foi observado em filmes tratados com Pseudomonas sp. (Kim et al., 2020).

Os filmes foram submetidos a anélise por MEV. A Figura 10 apresenta os filmes controle
em diferentes magnificagdes. Nota-se que sua superficie ¢ homogénea e continua, caracterizada
por topografia lisa, sem deformagdes e pela auséncia de estruturas associadas a atividade
bioldgica. A inexisténcia de fissuras profundas ou cavidades pronunciadas nesta amostra reforga
a hipotese de que as alteragdes observadas nos tratamentos inoculados decorrem da presenca e
da atividade dos microrganismos. Em contrapartida, diversas amostras submetidas a incubagao
com bactérias apresentaram sinais evidentes de coloniza¢do microbiana (Figura 11, Figura 12,
Figura 13 e Figura 14). Em alguns casos, observou-se a formacdo de estruturas tridimensionais
associadas a matriz extracelular, sugerindo o desenvolvimento de biofilmes sobre o material. A
formag¢do de biofilmes constitui um mecanismo amplamente descrito em processos de
biodeterioracdo de polimeros, uma vez que favorece o contato prolongado entre as cé€lulas
microbianas e o substrato e possibilita a concentragdo local de enzimas e metabolitos capazes
de promover modificacdes na superficie do material. Além da coloniza¢do, os filmes
registraram uma série de modificagdes morfoldgicas. A erosdo superficial, na forma de

cavidades, rachaduras e fissuras, foi observada com recorréncia.

A cepa de Bacillus apresentou ampla distribui¢do na extensao do polimero (Figura 11).
Sua a¢do manifestou-se, em sua maioria, sob a forma de cavidades rasas. Destaca-se a forma
como essas bactérias interagem com o filme; provavelmente ha liberagdo de alguma secrec¢ao
ou at¢ mesmo a formagao de estruturas fibrilares que conectam as bactérias a superficie do
filme, como indicado por Cucini et al. (2022) para Pseudomonas, Stenotrophomonas e
Klebsiella isolados de Alphitobius diaperinus (Coleoptera) e por Who et al. (2020) para Serratia

sp. isolado de Plesiophthalmus davidis (Coleoptera). Nos filmes em que houve contato com
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Paenibacillus, observa-se o acumulo do microrganismo em regides da superficie e a formagao
de rachaduras profundas, onde o microrganismo e o material extracelular se acumulam (Figura
12). A estirpe de Raoultella isolada também pode ser responsavel pela formagao de cavidades
e interagir de forma diferente com o filme, parecendo enterrar-se nele (Figura 13). Por fim, a
linhagem de Cytobacillus parece modificar a superficie de forma superficial, por meio de
rachaduras, por exemplo (Figura 14). Um perfil semelhante foi observado em filmes tratados
com Massilia sp. (Jiang et al., 2021a) e Cellulosimicrobium sp. (Lin et al., 2024). A cepa de

Lysinibacillus sp. ndo apresentou modifica¢cdes nem proliferacao.

Figura 10: Mosaico de micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) dos filmes de
poliestireno do grupo controle, incubados na auséncia de microrganismos, apés o periodo experimental.
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Figura 11: Mosaico de micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) dos filmes de
poliestireno incubados com Bacillus sp., apos o periodo experimental.

Figura 12: Mosaico de micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEYV) dos filmes de
poliestireno incubados com Paenibacillus sp., apés o periodo experimental.




53

Figura 13: Mosaico de micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) dos filmes de
poliestireno incubados com Raoultella sp., apos o periodo experimental.

Figura 14: Mosaico de micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) dos filmes de
poliestireno incubados com Cytobacillus sp., apos o periodo experimental.

A andlise por Espectroscopia de Dispersdao de Energia apresentada na Figura 15 para

Bacillus sp., Paenibacillus sp., Raoultella sp. e Cytobacillus sp. permitiu observar uma
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mudanga na estrutura quimica da superficie do polimero, especialmente no interior das regides
afetadas pela acdo microbiana. Nas regides ndo afetadas, observa-se que hé praticamente pixels
em ciano, que representam o carbono. Como ¢ de se esperar, nessas regioes encontram-se
regides do polimero que nao sofreram o processo oxidativo, pois o poliestireno € um material
composto apenas por carbono e hidrogénio. Em contraste, nota-se o surgimento e o acimulo de
atomos de oxigénio, representados em amarelo, em oposi¢ao aos de carbono. Esse fendmeno
provavelmente esta associado ao processo oxidativo mediado pelas bactérias, tornando a
superficie mais hidrofilica e mais suscetivel a depolimerizagdo. Fendmeno similar foi

observado em linhagens de Pseudomonas sp. € de Massilia sp., por exemplo (Jiang et al., 2021a;

Kim et al., 2020).

A medida do angulo de contato indicou que o angulo observado no controle foi de
95,71°43,31°, enquanto os filmes submetidos a tratamento com Paenibacillus sp. e Bacillus sp.
apresentaram valores de 69,14°+9,05° e 67,31°+8,48°, respectivamente, com diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) (Figura 16). Isso indica que o contato com as bactérias

tornou o filme de PS mais hidrofilico.

A superficie dos filmes foi caracterizada por FTIR-ATR para comparar os grupos
funcionais formados apds a a¢do bacteriana (Figura 17). O espectro gerado para Paenibacillus
sp. permitiu observar uma protuberancia na regido de 3100 a 3600 cm™. Essa regido ¢
caracteristica do grupamento hidroxila (Silverstein, Webster e Kiemle, 2005). O processo de
biodegradacdo de PS ¢ dividido em duas etapas distintas: ¢ necessaria, primeiramente, a
oxidagao das cadeias C-C do polimero. Estruturas graficas semelhantes, de mesma magnitude,
foram observadas para PS em contato com Pseudomonas sp., Enterobacter sp., Klebsiella sp. e
Cellulosimicrobium sp. (Kang, Kwak e Kim, 2023; Kim et al., 2020; Lin et al., 2024). Na regido
de 1600—-1680 cm™ ha uma elevacao na curva. Alteragcdes nessa regido podem estar associadas
a ligagdes C=C (1600-1680 cm™) ou C=0 (1650-1760 cm™). Embora houvesse evidéncia de
oxidagdo observada no EDS e na andlise por angulo de contato, ndo houve diferenga entre os

tratamentos com Bacillus sp., Cytobacillus € Raoultella sp. e o controle.
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Figura 15: Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV), com mapeamento
elementar por espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS), evidenciando a distribuicio dos
atomos de carbono e oxigénio nos filmes de poliestireno (PS) apés a aciio bacteriana. A esquerda, as
micrografias; a direita, os mapeamentos. (A) Bacillus sp. (B) Paenibacillus.sp. (C) Raoultella sp. (D) Cytobacillus
sp. Em ciano, o carbono; em amarelo, o oxigénio. Os atomos de oxigénio se concentram nas regides afetadas.
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Figura 16: Angulo de contato com a dgua (WCA) dos filmes de poliestireno (PS) apés incubacio com as
bactérias por 60 dias. (A) Controle. (B) Bacillus sp. (C) Paenibacillus sp..

A  9571°:331° B 6731°1848° C  69,14°49,05°

Figura 17: Espectros gerados por FTIR-ATR dos filmes de PS em contato com Paenibacillus apés 60 dias
em comparacio ao controle. (A) Em preto, controle. (B) Em vermelho, tratado. A sobreposi¢@o da area destacada
em verde ¢ ampliada em C, e a em azul é ampliada em D em relagdo ao controle. (C) Comparacéo entre o filme

controle e o tratado em regido caracteristica de ligagdes C=0 ou C=C. (D) Comparacio entre o filme controle e o
tratado em regido caracteristica de hidroxilas.
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Como o Paenibacillus foi a inica estirpe a apresentar resultados positivos no FT-IR, os
ensaios de avalia¢do da redu¢do da massa molecular foram conduzidos apenas com essa estirpe.
Os filmes de PS foram incubados em meio liquido contendo bactérias por 60 dias. Uma perda
de massa de 3,73 £ 0,57% em relacdo ao montante inicial de polimero foi observada. Os
mesmos filmes foram investigados com base nas modifica¢des no peso molecular. A Figura 18

apresenta a distribuicao de peso molecular no filme de poliestireno, medida por GPC, ap6s 60
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dias de contato com a bactéria, em comparagao com o controle. A distribui¢do se desloca para
um peso molecular menor, indicando que a degradacdo da cadeia ocorreu na presenca de
bactérias, como observado em Exiguobacterium sp. (Yang et al., 2015a) e Acinetobacter sp.
(Wang et al., 2020). E importante ressaltar que as bactérias provavelmente atuaram na
superficie dos filmes. Entretanto, para a andalise por GPC, todo o filme foi dissolvido na fase
movel, de modo que a grande maioria da massa analisada provém do nicleo, e ndo da superficie,
onde se espera a principal redugcdo da massa molar média decorrente da degradagdo bacteriana.
Desse modo, esperava-se que a mudanca na massa molecular média fosse pequena, embora

observavel.

Figura 18: Grafico gerado por Cromatégrafia de Permeacio em Gel (GPC) para os filmes de poliestireno
(PS) em contato com P. lautus durante 60 dias em contraste ao controle. A figura mostra a distribuigdo de peso
molecular de um filme de PS, obtida por GPC, apoés 60 dias de contato com a bactéria, em comparagdo com o

controle.
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CAPITULO 2: EXPLORACAO DOS GENOMAS DAS BACTERIAS ISOLADAS EM
FUNCAO DA IDENTIFICACAO DE PROTEINAS CANDIDATAS
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1 INTRODUCAO

As alteragdes morfoldgicas e quimicas observadas no poliestireno ap6s a incubagdo com
bactérias isoladas do intestino de S. levis indicam a ocorréncia de processos bioldgicos capazes
de modificar esse polimero. Diante desses resultados, torna-se relevante investigar os
mecanismos moleculares subjacentes a esse fendmeno, com énfase na identificacdo de

proteinas potencialmente envolvidas na biodegradacdo do material.

1.1 ASPECTOS MOLECULARES NA BIODEGRADACAO DE POLIESTIRENO

A aderéncia de microrganismos a superficie do polimero ¢ uma etapa essencial para a
biodegradagdo do PS. A medida que se ligam as superficies, colonizam a 4rea e formam um
biofilme, enquanto secretam proteinas e substancias poliméricas extracelulares. As enzimas
despolimerizadoras sdo secretadas no ambiente extracelular e, em conjunto com os materiais
excretados, medeiam a conversao de substratos hidrofébicos, formando uma superficie mais
hidrofilica. Isso acentua a aderéncia dos microrganismos e enzimas aos substratos-alvo (Hou e
Majumder, 2021; Kim et al., 2020). A partir disso, a decomposi¢do do polimero inicia-se com
a quebra das macromoléculas, entdo insoluveis, em fragmentos menores, que podem ser
internalizados ¢ metabolizados. Embora as vias de degradacdo do poliestireno nio estejam
claramente elucidadas, propde-se que possam ocorrer de duas maneiras (Figura 19). De acordo,
com a estrutura quimica do polimero (Figura 2), tanto o carbono beta da cadeia (o carbono da
cadeia principal que ndo esta ligado diretamente ao grupo fenil) como o anel aromatico podem

ser atacados por enzimas resultando em fragmentos menores do polimero.

A clivagem da cadeia principal deve resultar no estireno € em compostos com estruturas
andlogas a ele; estes devem passar pelo catabolismo do estireno ou dos anéis aromaticos. O PS,
com 0s anéis processados, pode entdo ser decomposto em hidrocarbonetos de cadeia curta por
vias de degradagdo ainda desconhecidas. Os produtos de qualquer uma dessas vias devem
integrar o metabolismo energético microbiano e ser mineralizados em CO> pelo ciclo do acido

citrico (Hou e Majumder, 2021; Zhang et al., 2022).

Hou e Majunder (2021) analisaram o genoma de uma série de espécies/estirpes
destacadas como potenciais no processo de biodegradacao de PS e identificaram uma série de
enzimas funcionais nessas vias. Dentre todas as enzimas examinadas, alcano hidroxilase,
monooxigenase, citocromos P450, hidroxilases de anel aromatico e esterases/alpha/beta-
hidrolases. As alcano hidroxilases, as monooxigenases € 0s citocromos P450 atuam

principalmente no carbono B da cadeia e desempenham um papel importante na clivagem da
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cadeia principal. Elas também podem ser importantes na via de degradagdo desconhecida (que
se inicia na cadeia lateral), junto as hidroxilases de anel aromadtico, para despolimerizar ainda
mais o polimero de PS (poliestireno). Essas, como oxidorredutases, tém maior probabilidade
de decompor o PS em comparagao com hidrolases, como esterases e alfa/beta-hidrolases. Pelo
fato de o polimero ndo apresentar ligagdes éster, essas enzimas devem apresentar um papel
menos significativo nesse contexto. As esterases, pertencentes as hidrolases (EC 3.1.1), exibem
ampla especificidade de substrato em relacao a oxoésteres e tioésteres de diversos acidos graxos
(Wei e Zimmermann, 2017). As alfa/beta hidrolases podem atuar como hidrolases, liases,
transferases, precursores hormonais ou transportadores, chaperonas ou roteadores de outras
proteinas (Lenfant et al., 2013). A presenga ubiqua dessas proteinas pode indicar o seu papel na
clivagem de ligagdes éster em compostos pequenos que podem ser formados durante a

depolimerizacao do PS

Figura 19: Propostas de vias de biodegradacio de poliestireno. Adaptado de Hou e Majumder (2021), com
traducdo e modificacdes graficas realizadas com ferramentas de inteligéncia artificial.
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2 OBJETIVOS

O presente capitulo busca elucidar quais mecanismos moleculares poderiam estar
associados ao processo de modificagdo da superficie do poliestireno apresentado no Capitulo

1. Para isso, os seguintes objetivos especificos foram cumpridos:

e Acesso ao genoma de bactérias selecionadas por meio de sequenciamento.

e Identificagdo genes envolvidos na biodegradacao de poliestireno;

e Obtengdo das proteinas candidatas potencialmente envolvidas na biodegradacao do
poliestireno por meio da clonagem e da expressao heteréloga de suas ORFs.

e Determinagao da atividade das proteinas candidatas.
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3 METODOLOGIA

Conforme descrito no Capitulo 1, foram isoladas 5 estirpes de bactérias oriundas de um
enriquecimento do conteudo intestinal de larvas de Sphenophorus levis em um meio mineral
cuja unica fonte de carbono correspondia a filmes de poliestireno. Dentre essas, as cepas de
Paenibacillus sp. e Bacillus sp. foram exploradas com base em seus genomas totais, a fim de

identificar proteinas candidatas ao processo de modificagdo do poliestireno.

3.1 SEQUENCIAMENTO DO GENOMA TOTAL

As cepas de Paenibacillus sp. e Bacillus sp. foram repicadas em LB liquido e cultivadas
a 30 °C e 200 rpm. O DNA total foi extraido utilizando o kit NucleoSpin Microbial DNA
(Macherey-Nagel). A qualidade do material foi avaliada por gel de agarose a 1% e a quantidade
aferida por fluorimetria com o kit Qubit dSDNA BR Assay (Thermo Fisher). O material foi

enviado a empresa NGS Solucdes Gendmicas (Piracicaba, SP, Brasil).

As bibliotecas foram construidas com o kit [llumina DNA Prep e quantificadas por PCR
quantitativa. O sequenciamento paired-end (2 x 100 pb) do genoma foi realizado em um
equipamento Illumina Nextseq 2000 (Illumina, Inc., San Diego, CA). Os dados obtidos pelo
NextSeq 2000 foram analisados na nuvem do BaseSpace pelo programa BCL Convert
(fornecido pela Illumina), que realiza o base calling das imagens de sequenciamento,
convertendo-as em sequéncias no formato fastq, com cada base acompanhada de um escore de
qualidade Phred (Ewing et al., 1998). A avaliacao inicial das leituras brutas do sequenciamento
foi realizada com 0 programa FastQC, Versao 0.12.1

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

O pré-processamento e a montagem foram realizados com o pipeline Shovill 1.1.0
(https://github.com/tseemann/shovill). O pipeline inclui ferramentas de bioinforméatica como
Trimmomatic (Bolger et al., 2014), para remover os adaptadores; Lighter 1.1.3 (Song, Florea e
Langmead, 2014) e SPAdes 4.0.0 version (Bankevich et al., 2012) para a montagem dos
genomas (draft); BWA 0.7.17 (Li et al., 2009) para o mapeamento das reads; e Pilon 1.24
(Walker et al., 2014) para a corre¢@o de inacurdcias na montagem. Contigs menores que 500 bp

foram removidos.

A qualidade da montagem foi avaliada com o programa BUSCO versao 5.8.0 (Manni et
al.,2021) em relagdo a Ordem Bacillales. Os conjuntos de genes de avaliagdo sdo derivados do
banco de dados OrthoDB, versao 10 (Kriventseva et al., 2019), e representam listas de genes

ortélogos de copia unica, presentes em todos os representantes de determinados grupos
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taxondmicos. Como referéncia, foram utilizados os conjuntos de ortélogos referentes a ordem
Bacillales. Os genomas montados foram classificados taxonomicamente com o pipeline GTDB-

Tk versao 2.4.0 (Chaumeil et al., 2022).

Os genomas foram anotados com o Bakta, versdo 1.9.4. Bakta ¢ um pipeline de anotag¢ao
de procariotos que emprega uma diversa gama de programas e bancos de dados, de forma a ser
capaz de anotar acuradamente genomas procaridticos de diversas origens taxondmicas
(Schwengers et al., 2021). Para caracterizar o genoma das linhagens estudadas, as sequéncias
foram analisadas por ontologia génica e classificadas de acordo com os Enzyme Commission

Numbers na plataforma Omicsbox (BioBam Bioinformatics, 2019).

3.2 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS CANDIDATAS

Uma extensa revisdo da literatura foi realizada para avaliar quais proteinas seriam
promissoras para a modificagdo do poliestireno, visto que os bancos de dados que agrupam
sequéncias de enzimas degradadoras de plasticos (e.g., PAZy Database) sdo escassos para esse
polimero. Um dos critérios empregados foi selecionar categorias de enzimas previamente
descritas como capazes de modificar plasticos de estrutura homoatomica, com énfase nas
oxidases, que desempenham papel primario nesse contexto. Também foram buscadas enzimas
com capacidade de oxidar alcanos longos em alusdo a massa molecular, a composicao, a
hidrofobicidade e a recalcitrancia do polimero. Levando em conta as possiveis vias de
degradacdo da cadeia lateral, a capacidade de modificar anéis aromaticos também foi

considerada.

3.3 ANALISE IN SILICO DAS PROTEINAS SELECIONADAS

Foram selecionadas sequéncias de glutationa peroxidases e de citocromos P450 102,
que foram analisadas in silico. A presenga de peptideo-sinal foi avaliada pelo programa SignalP
(Almagro Armenteros et al., 2019). As massas moleculares teoricas foram calculadas pelo
programa Compute pI/MW (Gasteiger, 2003). A estrutura secundaria de cada uma das proteinas

foi determinada pelo programa PSIPRED (McGuffin, Bryson e Jones, 2000).

As sequéncias de aminoacidos das glutationa peroxidases foram alinhadas entre si e em
relagdo a glutationa peroxidase 4 humana (P36969), que ¢ monomérica. Outro alinhamento foi
realizado utilizando uma sequéncia da proteina bacteriana de Rhodococcus (WP_003945816.1),
confirmada como envolvida na degradacgdo de polietileno. O método Muscle (Edgar, 2004) foi
empregado na plataforma Mega 11 (Tamura, Stecher e Kumar, 2021). Os alinhamentos foram

efetuados com os parametros padrao e formatados com o Espript (Robert € Gouet, 2014).
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3.4 CLONAGEM E EXPRESSAO DAS PROTEINAS CANDIDATAS

3.4.1 Glutationa Peroxidase

O DNA gendmico das cepas de Bacillus cereus € Paenibacillus lautus foi utilizado como
molde na Rea¢ao em Cadeia da Polimerase (PCR), com primers especificos (Tabela 3) para
sequéncias de Glutationa Peroxidase (GPx) BcGPx, PIGPx1 e PIGPx2, contendo sitios de
restri¢ao Ndel ¢ EcoRI.

Para cada uma das sequéncias, foi realizada uma PCR em um volume final de 25 pL.
Foram utilizados 200 uM de cada dNTP (Promega), tampao Taq High Fidelity Pol Reaction
Buffer 1X (Cellco, Sao Carlos), 0,5 uM de cada primer, 2,5 U da enzima Taq High Fidelity Pol
(Cellco, Sao Carlos) e 100 ng de DNA molde. O protocolo de amplificacdo foi realizado no
termociclador Veriti (Applied Biosystems), iniciando com uma temperatura de 95 °C por 3
minutos, seguido de 35 ciclos de amplificagdao de 30 segundos a 95 °C (desnaturacdo), 30
segundos a 50 °C (hibridiza¢do) e 1 minuto a 72 °C (elongamento), e finalizando com uma

extensdo final de 7 minutos a 72 °C.

Tabela 3: Sequéncias dos primers para amplificar as sequéncias codificantes de glutationa peroxidases. Os

sitios de restricao Ndel (CATATG) e EcoRI (GAATTC) estdo destacados em negrito.

Proteina Primers

F: 5" ATATCATATGATGTCGATCTATGAATATGA 3'

PIGPxI R: 5' ATATGAATTCTTACAGCAGCTTCTTGATAT 3'
PIGPx2 F: 5' ATATCATATGTCAGTTTATGAATATCA 3'
X R: 5' ATATGAATTCTTAACCCAGCAGGGATTCAA 3'
F: 5' ATATCATATGATGACAGTTTATGATTTTTC 3'
BcGPx1

R: 5" ATATGAATTCTTATTCTCCAAGCACCTTCT 3'

Os produtos das amplificagdes foram purificados com o kit NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up (Macherey-Nagel) e clonados no vetor de expressao pET-28a (Novagen). Para tal, os
amplicons foram clivados com as enzimas Ndel e EcoRl, e os fragmentos correspondentes a
cada ORF foram isolados em gel e clonados no vetor pET-28a (Novagen), previamente digerido
com as mesmas enzimas. As reacdes de ligacao entre os amplicons e os plasmideos clivados
foram realizadas com a enzima T4 DNA ligase (Cellco, Sao Carlos). Essas foram conduzidas a
16 °C overnight e, por choque térmico, foram utilizadas para transformar células de E. coli
DH5a competentes por CaClz. Os clones bacterianos contendo os vetores recombinantes (pET

+ inserto) foram selecionados em meio LB suplementado com canamicina (25 pg/mL) por 16
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horas a 37 °C. Algumas coldnias foram entdo selecionadas e avaliadas por PCR de colonia com
os primers T7prom (5° TAATACGACTCACTATAGGG 3°) e TT7term (5’
TAGTTATTGCTCAGCGG 3°), e por clivagem com as enzimas utilizadas na clonagem.

As proteinas recombinantes foram expressas na cepa E. coli Rosetta (DE3). Os
plasmideos construidos foram utilizados para a transformacao por choque térmico em células
quimiocompetentes, que, apos a transformacao, foram plaqueadas em meio LB 4gar com 25

puL/mL de canamicina e cloranfenicol e incubadas em estufa a 37 °C overnight.

Uma das coldnias foi repicada em um pré-indculo de 5 mL de meio LB liquido contendo
25 uL/mL de canamicina e cloranfenicol, mantido por 16 horas a 250 rpm e 37 °C. Apds esse
periodo, foi realizada uma dilui¢ao 1:100 do pré-indéculo em 500 mL de LB liquido, com 25
uL/mL dos mesmos antibioticos, € a cultura foi mantida nas mesmas condigdes de temperatura
e agitacao até atingir a fase logaritmica de crescimento (DO = 0,5 e A = 600 nm). A produgao
de proteinas foi induzida pela adi¢do de IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido) a uma
concentracdo final de 0,4 mM. Aliquotas da cultura foram coletadas em intervalos de 1 hora

para analise da expressdo por SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

Apbs o periodo de inducdo, a cultura foi submetida a centrifugacdo em um Sorvall
RC5C Plus, com rotor SLA15000 (4450 rpm; 4 °C; 10 min). O precipitado contendo as
bactérias foi ressuspendido em 50 mL de tampdo (20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH 8,0) por
litro de cultura e submetido a sonicacao com 8 pulsos de 1 minuto com 20% de poténcia, a cada
30 segundos, em sonicador Sonic Desmembrator 500 (Fisher Scientific), para lise celular. O
lisado foi centrifugado no rotor SS34 do Sorvall RC5C Plus (13000 rpm; 4 °C; 10 min) para
separar as fragdes soltuvel e insoluvel. A fragdo soluvel foi filtrada a vacuo em filtro de 0,45 pm
e a fracao insoluvel foi ressuspendida em tampao de lise (50 mL por litro de cultura). Aliquotas

de ambas foram preparadas para analise por SDS-PAGE.

As proteinas foram purificadas a partir das fragdes soluveis dos sonicados, por
cromatografia de afinidade em coluna contendo 5 mL de resina Ni-NTA-agarose (QIAGEN).
Inicialmente, cada coluna foi pré-equilibrada com 5 volumes de tampao de lise (25 mL). Uma
vez que a frag@o soluivel passou pela coluna, a resina foi lavada com 3 volumes do tampao (15
mL). Depois disso, as proteinas foram eluidas com 2 volumes (10 mL) desse tampao, contendo
concentragdes crescentes de imidazol (10 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM), e com 3

volumes (15 mL) da fracdo mais concentrada (250 mM).
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As fragdes purificadas foram dialisadas utilizando membrana SnakeSkin Dialysis
Tubing (Thermo Fisher Scientific) de 3500 MWCO contra 2 litros de tampao (20 mM Tris-HCI,
500 mM NaCl, pH 8,0). Foram realizadas trés trocas de tampao de 1 hora. As proteinas foram
filtradas em filtro Millex® GV de 22 um/25 mm (Millipore), quantificadas com o kit Pierce™

BCA Protein Assay e armazenadas a -20 °C.

3.4.2 Citocromo P450 102 (CYP102)

O DNA gendmico da cepa Paenibacillus lautus foi utilizado como molde para a PCR,
com primers especificos (5° AGTTATAGATCTATGACACAAACCAAGGAAGTG 3’ e 5’
ATATGTCGACTCAACCAGCCCAGACGTCTTTTAC 3°) para a sequéncia do citocromo
P450 102 (CYP102), contendo sitios de restricdo Bg/Il e Sall. A reagdo foi realizada em um
volume final de 25 pL com a Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific), 0,5 uM de cada primer e 100 ng de DNA molde. O protocolo de amplificag¢do foi
realizado no termociclador Veriti (Applied Biosystems), iniciando com uma desnaturacao
inicial a 98 °C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificagdo: 10 segundos a 98 °C
(desnaturacao), 30 segundos a 50 °C (hibridizagdo) e 2 minutos a 72 °C (elongamento), e
terminando com uma extensao final de 10 minutos a 72 °C. O produto da amplificagdo foi

purificado com o kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel).

Os amplicons foram primeiramente clivados com a enzima Sa/l (Cellco Biotec) em
tampao Orange a 37 °C e purificados em coluna de silica. Depois, 0 DNA foi novamente
digerido, desta vez com a enzima Bg/Il Fastdigest (Thermo Fisher) em tampao FastDigest. Os
produtos da digestao foram entdo isolados em gel e clonados no vetor pET-28a (Novagen)
previamente digerido com Sal/l e BamHI (Cellco Biotec). As enzimas Bg/ll e BamHI produzem
extremidades coesivas compativeis entre si. Como o fragmento de DNA possui um sitio de
restri¢do interno de BamHI, foi necessario adotar essa estratégia. A reacdo de ligagdo, a
transformagdo em E. coli e o screening dos clones recombinantes foram realizados conforme

descrito na secao 3.4.1.

A expressao recombinante foi conduzida em E. coli Rosetta DE3, de maneira
semelhante a descrita na secdo 3.4.1, porém com algumas modificagdes. O crescimento
microbiano ocorreu em meio Terrific Broth (12 g de triptona, 24 g de extrato de levedura, 4 mL
de glicerol e 100 mL de tampao fosfato - 2,31 g de KH2PO4 + 12,54 g de KbHPOg, para 1 L de
meio) a 37 °C e 250 rpm até que atingisse DOeoo igual a 0,8. Nesse momento, a temperatura foi

reduzida para 20 °C. A inducdo foi mantida por 20 horas.
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Ap6s a indugao, a cultura foi peletizada no rotor SLA15000 da centrifuga Sorvall RC5C
plus (4450 rpm; 4 °C; 10 min). O precipitado contendo as bactérias foi ressuspendido em 10
mL de tampao de lise por grama de pellet (100 mM KCI, 100 mM tampao fosfato, pH 7,4), com
a adicao de 0,2 mg/mL de lisozima, 1 mM de DTT e Protease Inhibitor Cocktail Set IV 1:1000
(Calbiochem). A sonicacdo foi conduzida em sonicador Sonic Desmembrator 500 (Fisher
Scientific), com amplitude de 20%: 16 pulsos de 30 s e 16 paradas de 30 s. O lisado foi
centrifugado em rotor SS34 do Sorvall RC5C Plus (13000 rpm; 4 °C; 10 min) para separar as
fragdes soluvel e insoluvel. A fragcdo soluvel foi filtrada a vacuo com filtro de 0,45 um. A

purificagdo em coluna de niquel foi conduzida conforme descrito na segdo 3.4.1.

As fragdes purificadas foram dialisadas em tubos de didlise de celulose regenerada
Fisherbrand (MWCO nominal de 12—14 kDa) contra 1 litro de tampao (glicerol 10%, 100 mM
KCl, 100 mM tampao fosfato, pH 7,4). Foram realizadas trés trocas de tampao de 1 hora cada.
As proteinas foram filtradas em filtro Millex® GV de 22 pm/25 mm (Millipore), quantificadas

com o kit Pierce™ BCA Protein Assay e armazenadas a -20 °C em tubos tipo Falcon até o uso.
3.5 ENSAIOS DE ATIVIDADE

3.5.1 Glutationa Peroxidases

3.5.1.1 Avaliacdo da atividade glutationa peroxidase das GPx

O ensaio de DTNB ¢ um método colorimétrico indireto que se baseia em duas reagdes
acopladas. Primeiramente, a GPx catalisa a redu¢cdo de um perdxido, consumindo glutationa
reduzida (GSH), que ¢ oxidada a glutationa oxidada (GSSG). A quantidade de GSH consumida

¢ proporcional a atividade enzimatica.

Para isso, as amostras contendo BcGPx ou P1Gpx (25 uM) foram incubadas a 30 °C, em
pH 5 ou 7, por, no minimo, trés periodos de incubacao (0, 1 e 5 minutos), com a possibilidade
de tempos adicionais (10, 15 e 30 minutos) em caso de evidéncia de reacdo. Nesse processo,
foi utilizado o peroxido de cumeno (CHP) a 150 uM. Esta opc¢ao foi selecionada com base na
observa¢do de que o CHP apresenta menor reatividade com o GSH isoladamente, evitando,
dessa forma, a interferéncia nos resultados obtidos. Em seguida, o DTNB (200 uM) foi
adicionado para reagir com a GSH remanescente (nao consumida). Essa reacdo produz o anion
nitro-2-tiobenzoato (TNB) amarelo, cuja concentracao ¢ medida por espectrofotometria a 412
nm. Foram empregadas as seguintes combinagdes experimentais: GPx + CHP (sem GSH), GSH

+ CHP e GPx + GSH + CHP.
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Uma vez observada a atividade no ensaio com DTNB, foi realizada uma segunda
abordagem, utilizando a enzima: o ensaio de oxida¢do de NADPH. Neste caso, além de GPx e
GSH, a glutationa redutase (GR) também ¢ utilizada. O ensaio baseia-se na reacao acoplada a
GR, garantindo que a GSH consumida pela GPx seja regenerada imediatamente. No ciclo, a
GPx catalisa a reducdo de um perdxido, oxidando GSH. O excesso de GR ¢ de NADPH
fornecidos ao meio reduz GSSG, consumindo uma molécula de NADPH nesse processo. A
atividade da GPx ¢, entdo, medida pelo monitoramento da taxa de consumo de NADPH,

realizado em espectrofotometro a 340 nm.

As reagdes foram conduzidas a 30 °C em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,4, contendo
EDTA (5 mM) e azida sdédica (1 mM). Ao sistema foram adicionados: GPx (25 uM), GSH (50
uM), GR (0,1 U), NADPH (150 uM). As reagdes foram iniciadas pela adi¢do de hidroperoxido

de cumeno (CHP) nas concentragdes de 1,5 mM ou 2,5 mM e acompanhadas por 20 minutos.

3.5.1.2 Avaliacdo da atividade tiorredoxina peroxidase das GPx

O ensaio para avaliar se a enzima de interesse, glutationa peroxidase, utiliza o sistema
redutor bacteriano Trx de Pseudomonas aeruginosa. Nesse arranjo experimental, o fluxo de
elétrons ocorre em “cascata”, com o NADPH como doador primario. Inicialmente, o NADPH
¢ oxidado a NADP" pela tiorredoxina redutase (TrxR), que utiliza os elétrons transferidos para
reduzir a tiorredoxina (Trx). Em seguida, a Trx reduzida atua como doadora direta de elétrons
para a GPx, regenerando o sitio catalitico da enzima e permitindo a continuidade de sua

atividade sobre o substrato peroxidico.

Para avaliar a utilizagdo do sistema tiorredoxina pelas enzimas estudadas, foram
empregados 3 uM de PIGpx2 ou BcGpx, juntamente com 6 uM de Trx e 1 uM de TrxR, em
uma mistura reacional contendo tampao HEPES (50 mM, pH 7,4), DTPA (100 uM), azida
sodica (1 mM) e NADPH (150 uM). Apds a adigao de peroxido de hidrogénio (500 uM), a
atividade enzimadtica foi monitorada indiretamente pelo consumo de NADPH ao longo de 5
minutos. Como o NADPH apresenta elevada absorbancia a 340 nm, enquanto o NADP* nao
absorve significativamente nessa regido do espectro, a oxidagdo do cofator pode ser
acompanhada espectrofotometricamente pelo decréscimo da absorbancia a 340 nm. Dessa
forma, a taxa de consumo de NADPH deve refletir a transferéncia de elétrons ao longo da
cascata redox e constitui uma medida indireta da atividade catalitica da GPx em associagdo com

o sistema tiorredoxina.
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3.6 AVALIACAO DA HABILIDADE DA PIGPx2 MODIFICAR O POLIESTIRENO

O potencial da enzima P/GPx2 para degradar o poliestireno foi avaliado conforme
descrito para a enzima isolada de Rhodococcus sp., quando em contato com filmes de
polietileno (Rong et al., 2024). O experimento foi conduzido em um sistema reacional de 4 mL
contendo tampao de reagdo (20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH 8,0), filme de PS (2 x 1 cm,
aproximadamente 20 mg) e GPx (1 mg/mL). O tampao de reacao suplementado apenas com o
filme de PS foi utilizado como grupo controle. Todos os tratamentos foram incubados a 30 °C
por 120 h e realizados em triplicata. Em seguida, os filmes residuais de PS foram recuperados
e lavados com 4gua ultrapura (ddH-0). Ap6s secagem em dessecador com silica gel, os filmes
foram avaliados quanto a presenca de grupos funcionais associados a oxidagdo utilizando a

técnica de FT-IR.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SEQUENCIAMENTO DO GENOMA TOTAL

Diante das mudancas observadas na superficie do poliestireno sob a acdo de
determinadas bactérias isoladas a partir das etapas de enriquecimento, nota-se a relevancia de
estudar os mecanismos pelos quais isso ocorre. Para tal, prosseguimos com o sequenciamento
do genoma completo dos microrganismos, a fim de identificar genes candidatos e tragar
possiveis rotas de degradacdo. Duas cepas foram sequenciadas e classificadas em nivel de
espécie: Bacillus cereus (Genoma de Referéncia: GCF _000007825.1; ANI: 98.82%) e
Paenibacillus lautus (Genoma de Referéncia: GCF_014863545.1; ANI: 96.8%). As métricas

dos genomas montados podem ser observadas na Tabela 4.

Tabela 4: Estatisticas da montagem dos genomas.

Amostra  Tamanho total Maior contig ~ # contigs N50 L50 auN  %GC

B. cereus 5701041 345930 77 149715 14 160258 34.99
P. lautus 6950071 796201 40 402956 6 412199 S51.11

A qualidade do genoma foi analisada com o software BUSCO contra o banco de dados
de ortdlogos da ordem Bacillales. Para B. cereus, 98,9% dos genes estdo completos (Gnicos ou
duplicados), 0,9% estdo fragmentados e 0,2% estdo ausentes. Para P lautus, 98,9% estdo

completos (Unicos ou duplicados), enquanto 0,5% estdo fragmentados e 0,6% estdo faltantes.

Os genomas foram anotados com o pipeline Bakta e a sintese dos resultados obtidos
pode ser observada na Tabela 5. Dos 6123 e 6674 genes putativos, 5753 e 6260 correspondem
aregiodes codificantes de proteinas reconhecidas em B. cereus e P. lautus, respectivamente. Para
melhor compreender essas sequéncias, elas foram classificadas de acordo com a Ontologia
Génica (Figura 20 e Figura 21) e os numeros da Enzyme Commission (Figura 22 e Figura 23).
Aqui, as oxidorredutases e hidrolases tém maior destaque, pois sdo consideradas relevantes para
a biodegradacdo de plasticos. De acordo com a classificagdao dos E.C. Numbers, no genoma de
B. cereus, 372 sequéncias correspondem a oxidorredutases e 785 a hidrolases; enquanto, dentre

as sequéncias de P. lautus, 561 sdo oxidorredutases e 1241 sao hidrolases.
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Tabela 5: Distribuiciio das sequéncias anotadas por categoria nos genomas estudados. Os dados relacionam
o tipo de sequéncia com o numero presente em cada organismo

Nimero de Sequéncias

Classificacio

Bacillus cereus Paenibacillus lautus

tRNAs
tmRNAs
rRNAs
ncRNAs
ncRNA regions
CDSs
Pseudogenes
Hypotheticals
sORFs
oriCs

28
1
4
15
104
5753
17
183
17

44
1

Figura 20: Numero de sequéncias classificadas nas trés categorias da Ontologia Génica: Processo Biolégico,
Fung¢ao Molecular e Componente Celular no genoma de Bacillus cereus.
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Figura 21: Numero de sequéncias classificadas nas trés categorias da Ontologia Génica: Processo Biolégico,
Fung¢ao Molecular e Componente Celular no genoma de Paenibacillus lautus.
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Figura 22: Atribuicio dos niimeros da Enzyme Commission as enzimas preditas de Bacillus cereus. (A)
Classes Principais. (B) Subclasse: Oxidorredutases. (C) Subclasse: Hidrolases.
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Figura 23: Atribuicao dos niimeros da Enzyme Commission as enzimas preditas de Paenibacillus lautus. (A)
Classes. (B) Subclasse: Oxidorredutases. (C) Subclasse: Hidrolases.
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4.2 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS CANDIDATAS

4.2.1 Oxidorredutases

Quando os microrganismos aderem ao poliestireno, forma-se um biofilme, o que
estimula a a¢do de proteinas extracelulares e intracelulares. As enzimas interagem com a
superficie do polimero, tornando-a mais hidrofilica e mais favoravel a adesdo microbiana.
Polimeros como o PS contém apenas carbono e hidrogénio em sua estrutura, o que impede o
inicio de um ataque nucleofilico. Assim, o processo de degradacao inicia pela oxidagdao do
carbono beta da cadeia principal ou do anel aromatico da cadeia lateral (Hou e Majumder, 2021;

Kim et al., 2024).

As multi-copper oxidases (MCOs) sdo enzimas que oxidam uma ampla variedade de
substratos utilizando oxigénio como aceptor de elétrons, sem formar espécies reativas de
oxigénio. MCOs de procariotos podem apresentar atividade de laccase, mas, devido a
diferengas no mecanismo catalitico, ndo sdo chamadas como tal. Elas catalisam a oxidagdo das
unidades fendlicas da lignina, gerando radicais fenoxi que iniciam os processos de
despolimerizagdo (Gao et al., 2024). Essa classe de enzimas vem sendo utilizada na
biodegrada¢do ¢ detoxificagdo de varios contaminantes ambientais incluindo polimeros
sintéticos, como PE, PU e PS (Nikolaivits et al., 2021). Uma estirpe de Pseudomonas obtida a
partir de um enriquecimento em material lignoceluldsico, demonstrou superexpressar uma
enzima laccase-like quando em contato com PS, além de demonstrar afinidades com o polimero
por docking molecular (Qiu et al., 2025). Laccases recombinantes de fungos, como o
Abortiporus biennis, sdo capazes de modificar a superficie do material (Zerva et al., 2023). A
cepa de B. cereus possui 2 genes classificados como MCOs. P. lautus, por sua vez, apresenta

uma sequéncia dividida por um stop cddon, ou seja, um pseudogene.

Recentemente, um estudo descreveu que a glutationa peroxidase (GPx) de Rhodococcus
sp. pode estar associada a degradacdo de polietileno (PE). Esse material, como o poliestireno,
¢ um polimero recalcitrante, composto apenas por carbono e hidrogénio. Na etapa inicial da
despolimerizagao, radicais superoxido (Oz+") liberados pela GPx (a partir da NOS redox bridge)
podem iniciar a oxidagao da cadeia carbonica ao abstrair hidrogénios das ligagdes C—H, gerando
radicais livres e intermediarios peroxidos. Essas reagdes promovem a oxidagdo progressiva do
polimero e a formagdo de hidroperdxidos, que podem ser reduzidos pela GPx a grupos
hidroxila. A instabilidade desses intermediarios favorece a ruptura da cadeia e a formagao de

grupos carbonila e carboxila. A proteina estudada no trabalho ndo apresenta sequéncias
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classicas associadas a secre¢do mediada por peptideos-sinal (Rong et al., 2024). Embora isso
ndo seja discutido no trabalho, existem diversos mecanismos pelos quais proteinas bacterianas
podem ser liberadas para o meio extracelular, como as vesiculas extracelulares. A cepa de
Bacillus cereus apresenta uma sequéncia para essa proteina, enquanto a de Paenibacillus lautus

apresenta duas.

Associada a diversas fungdes cataliticas, a superfamilia dos citocromos P450 agrupa
oxigenases que possuem o heme como grupo prostético (Greule et al., 2018; Nelson, 2018).
Embora a hidroxilacao de ligagdo C-H, seja a mais caracterizada de suas fungdes, os integrantes
dessa familia ainda podem realizar uma gama de outras rea¢des como a oxidagdo de anéis
aromaticos, epoxidacao de alcenos e oxidagao de heteroatomos (Greule et al., 2018; Guengerich
e Munro, 2013; Zhang e Li, 2017). Devido a variedade de reacdes oxidativas, as enzimas dessa
superfamilia s3o consideradas cruciais quando se trata de biodegradacao de polimeros (Yeom,
Le e Yun, 2022). A linhagem de B. cereus apresenta diferentes citocromos P450: CYP102,
CYP107 e CYP134. P lautus apresenta diferentes genes de citocromos P450: CYP102,
CYP106 e CYP107. Dentre elas, a CYP102 foi descrita com um potencial interessante quando
se trata da degradagdo de plasticos C-C. Essa enzima ¢ recorrentemente associada a fungao de
oxidacdo de acidos graxos de cadeia média. No entanto, alguns trabalhos mostraram que a
CYP102 de Priestia megaterium (anteriormente Bacillus megaterium) possui atividade, ainda
que baixa, de hidroxilacdo de n-alcanos, o que pode ser amplificada com mutagdes sitio-
dirigidas (Feenstra et al., 2007; Weber et al., 2011). Por outro lado, observou-se que a CYP102
nativa de Bacillus thuringiensis ¢ o elemento-chave para a modificagdo do polietileno por
oxidacdo pelo microrganismo. Quando a cepa de B. thuringiensis foi cultivada em contato com
PE, o transcrito de CYP102 foi suprarregulado, assim como os de CYP106 e CYP107. Além
disso andlises funcionais confirmaram que ela era crucial para a incorporagdo de oxigénio
(Tarara, Ahuja e Mellies, 2025; Yun ef al., 2023). Além disso, 0 CYP102 desempenha um papel
significativo na oxidagdo do estireno. A enzima de P. megaterium produzida de maneira
recombinante ¢ capaz de catalizar a epoxida¢do da molécula in vitro (Eiben et al., 2006; Huang
etal.,2011; Yuan et al., 2009). ACYP102 ¢ classicamente uma proteina citosolica, dessa forma,
0s mecanismos com os quais ela pode atuar sobre polimeros complexos ainda sdo obscuros e

devem ser melhor investigados (Tarara, Ahuja e Mellies, 2025; Yun et al., 2023).

As bactérias isoladas possuem uma cole¢do de enzimas envolvidas no processamento
de compostos aromaticos. Algumas enzimas podem atuar especificamente nas rotas de

degradacgdo de PS associadas a cadeia lateral. As hidroxilases de anel aroméatico devem iniciar
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a modificagdo do polimero em seu grupo fenil e também devem contribuir para a oxidagao do
estireno e de outros intermedidrios aromaticos apos a decomposi¢ao do PS (Hou e Majumder,
2021). As dioxigenases de clivagem de anel (ring-cleaving dioxygenases) podem atuar ao
adicionar simultaneamente dois atomos de oxigénio ao anel (Fetzner, 2012). Estudos
envolvendo a biodegradagao de PS por Exiguobacterium sp. RIT 594 indicam que o processo
pode ser iniciado pela oxidacdo dos anéis aromaticos por uma ring-cleaving dioxygenase

(Parthasarathy et al., 2022). B. cereus apresenta 2 desses genes, enquanto P. lautus, 3.

As sequéncias das proteinas e das suas respectivas sequéncias codificantes (CDS)

encontram-se presentes no APENDICE B e no APENDICE C .

4.2.2 Hidrolases

As hidrolases desempenham um papel secundario quando se trata de polimeros como o
PS, ja que estes possuem um arcabouco composto apenas por carbono e hidrogénio. O ataque
nucleofilico por essas enzimas sé ocorre mediante oxidacdo prévia. Kim et al. (2020)
demonstraram que uma cepa de Pseudomonas sp. isolada de Zophobas atratus era capaz de
oxidar a superficie do polimero, mas que o processo de degradacdo seria dependente de uma
serino-hidrolase. Foi observado que a enzima era regulada positivamente em meio restrito ao
polimero como fonte de carbono e, quando havia a presenca de um inibidor, a degradacao nao
ocorria. Kang et al. (2023) avaliaram o potencial de biodegradagdo de PS por uma linhagem de
Enterobacter hormaechei isolada do intestino de 7. molitor. Uma andlise de expressiao
diferencial revelou a superexpressao de uma hidrolase (gene ubi) que estaria associada ao
ataque de aril-alcoois (compostos organicos que contém um grupo hidroxila ligado a uma

cadeia carbonica associada a um anel aromatico) (Kang, Kwak e Kim, 2023).

4.3 GLUTATIONA PEROXIDASES: CLONAGEM, EXPRESSAO E ATIVIDADE

Foram selecionados 3 exemplares de glutationa peroxidases (GPx), 2 de P. lautus e 1 de
B. cereus. A Figura 24 apresenta a sequéncia de aminoacidos de cada proteina alinhada e a
Figura 25 ilustra a predigdo da estrutura secundaria de cada uma delas. Nela destacam-se os trés
motivos caracteristicos e o residuo de cisteina peroxidatica na posicdo 35 e a cisteina de
resolugdo na posigdo 81 (Bao et al., 2023). A cisteina peroxidatica (Cp) € a cisteina do sitio ativo
no N-terminal. Ela atua formando um centro de oxidorredu¢do em tétrade, junto a glicina
(também presente no motivo identificado como A), ao triptofano e a asparagina (do motivo
identificado como C). Nessa conformagdo, o ataque nucleofilico pela cisteina peroxidatica a

peroxidos, gerando acido sulfénico, ¢ facilitado pela formacao de pontes de hidrogénio com a
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glicina e o triptofano. Nesse estado, a enzima fica temporariamente inativa. A cisteina de
resolugdo (C;) entra em acgdo para salvar a primeira. O seu grupo tiol (SH) ataca o grupo
sulfénico da cisteina peroxidatica, liberando uma molécula de agua e formando uma ponte de
dissulfeto (Cr-S-S-Cr). Posteriormente, uma proteina externa reduz essa ponte de dissulfeto,

tornando a enzima apta a iniciar um novo ciclo.

Figura 24: Alinhamento das sequéncias das glutationa peroxidases. A, B e C representam os 3 motivos
caracteristicos dessa classe de proteinas. O asterisco demarca o residuo de cisteina peroxidastica e o sinal positivo
a cisteina de resolugao.
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Figura 25: Predi¢ao da estrutura secundaria das glutationa peroxidases oriundas de P. lautus e B. cereus.
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A existéncia da cisteina peroxidatica e da cisteina de resolucdo, aliada ao fato destas ndo
existirem na forma de dimeros ou tetrameros, indica que as glutationa peroxidases bacterianas
sdo, na verdade, tiorredoxina-dependentes. Essas enzimas atuariam como peroxirredoxinas
dependentes de tiorredoxinas, ou seja, utilizam esta ultima como molécula doadora de elétrons

(Bao et al., 2023; Toppo et al., 2008).

4.3.1 Clonagem e expressio recombinante

As ORFs de cada uma das glutationa peroxidases foram amplificadas por PCR e
observadas em gel de agarose a 1% (Figura 26), apresentando, assim, o tamanho esperado para
cada uma delas, considerando as bases adicionadas pelos primers: PIGPx1 (497 pb), PIGPx2
(500 pb) e BcGPx (503 pb). Os produtos de PCR purificados foram clivados com as enzimas
Ndel e EcoRlI e ligados ao pET28a digerido com as mesmas nucleases. A clonagem neste vetor

foi confirmada por PCR de coldnia e por digestdo enzimatica (Figura 27).

Figura 26: Gel de agarose apresentando os produtos de amplificacio das ORFs referentes as glutationa
peroxidases (GPx) de Paenibacillus lautus e Bacillus cereus. (M) Marcador molecular (GeneRuller 1 kb —
Thermo Fisher). (1) PIGPx1. (2) PIGPx2. (3) BcGPx.
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As ORFs correspondentes as GPx foram clonadas no vetor pET-28a. Esse plasmideo
permite a clonagem direcional do fragmento em fase com a sequéncia codificante de seis
histidinas (his-tag) nas regides N- e C-terminais. A sequéncia de histidina permite a purifica¢ao
por cromatografia de afinidade e pode ser removida por meio de um sitio de clivagem especifico
para trombina. Desse modo, as glutationa-peroxidases foram expressas em fusdo com a his-tag

na regido N-terminal (Tabela 6) (APENDICE D).
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Figura 27: Gel de agarose para confirmacao, por digestao de restri¢io, da insercio das ORFs das glutationa
peroxidases (GPx) de Paenibacillus lautus e Bacillus cereus no vetor pET-28a. (M) Marcador molecular
(GeneRuller 1 kb - Thermo Fisher). (1) PIGPx1. (2) PIGPx2. (3) BcGPx
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Tabela 6: Parametros das glutationa peroxidases de P. lautus e B. cereus. (a) Proteina nativa. (b) Proteina de

fusdo.
Numero de Massa
aminodcidos Molecular l
Pigex 175 17T78iDs o
pgp2 @ 176740 456
so @ W ot

Os plasmideos resultantes foram transformados em E. coli Rosetta (DE3). A expressao
recombinante foi induzida pela adi¢do de IPTG e monitorada de hora em hora. A massa celular
foi lisada por meio de sonicacdo e submetida a centrifugagdo para separar a fragdo soluvel. Esta
foi purificada em coluna de niquel. A cinética de expressao, juntamente com o contetido das
fragdes insoluvel e soltvel e da proteina purificada, pode ser observada por SDS-PAGE na
Figura 28 e na Figura 29. Houve sucesso na expressao soltivel das proteinas PIGPx2 (19,96
kDa) e BcGPx (20,08 kDa), embora a maior parte do BcGPx produzido tenha se mantido na
fracdo insoluvel, enquanto todo o montante da PIGPx1 permaneceu na fragdo insoluvel, mesmo
sob condi¢des de baixa temperatura de inducao (e.g., 20 °C). O rendimento por litro de cultura

de PIGPx2 e de BcGPx foi de 52,49 mg e 14,78 mg, respectivamente.
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Figura 28: Perfil de expressio heteréloga da BcGPx em E. coli Rosetta, apresentado em SDS-PAGE. (1) Nao
Induzido. (2) 1 hora apos a indug@o. (3) 2 horas. (4) 3 horas (5) 4 horas. (6) Fracao Insoluvel. (7) Fragdo Soluvel.
(8) Proteina Purificada. M: Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad).

kDa

Figura 29: Perfil de expressio heteréloga da PIGPx em E. coli Rosetta, apresentado em SDS-PAGE. (1) Nao
Induzido. (2) 1 hora apds a indugdo. (3) 2 horas. (4) 3 horas (5) 4 horas. (6) Fracao Insoluvel. (7) Fracdo Soluvel.
(8) Proteina Purificada. M: BenchMark™ Protein Ladder. (Thermo Fisher).

4.3.2 Avaliacao da atividade de GPx

Diante do desconhecimento de que as GPxs bacterianas correspondiam, na verdade, a
peroxirredoxinas dependentes de tiorredoxinas, consideramos inicialmente realizar ensaios
baseados no sistema glutationa. Posteriormente, a utilizagdo do sistema tiorredoxina foi

considerada.

4.3.2.1 Avaliagdo da atividade glutationa peroxidase das GPx
O ensaio com DTNB permite quantificar a GSH remanescente no sistema reacional, isto
¢, a fracdo que ndo foi consumida durante a reagdo enzimatica. Assim, quanto maior a formagao

de GSSG, menor a quantidade de GSH disponivel para reagir com o DTNB. Consequentemente,
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a atividade enzimatica ¢ inversamente proporcional a absorbancia medida: quanto maior a

atividade enzimatica, menor a absorbancia.

A Figura 30 e a Figura 31 apresentam os resultados dos ensaios de atividade realizados
para as BcGPx e PIGPx2 recombinantes, respectivamente. A glutationa peroxidase de Bacillus
cereus ndo demonstrou reduc¢do da formacdo de TNB nos diferentes tempos avaliados e em
ambas as condigdes de pH. Em contrapartida, a enzima oriunda de Paenibacillus lautus

apresentou uma redugdo crescente da absorbancia ao longo do tempo.

Figura 30: Graficos da atividade de BcGPx por meio do consumo de GSH em ensaio com DTNB. Foram
testadas trés condi¢des: GPx isolada (25 pM, controle), GSH isolado (50 uM, padrdo) e GPx + GSH (amostra).
As misturas foram tratadas com CHP (150 uM) e incubadas por 0 min (sem incubagdo), 1 min ou 5 min a 30 °C,
seguidas da adicdo de DTNB (200 pM). As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 412 nm. Os testes

foram realizados em duplicata.
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Figura 31: Graficos da atividade de PIGPx por meio do consumo de GSH em ensaio com DTNB. Foram
testadas trés condigdes: GPx isolada (25 pM, controle), GSH isolado (50 pM, padrdo) e GPx + GSH (amostra).
As misturas foram tratadas com CHP (150 uM) e incubadas por diferentes periodos, seguidas pela adi¢do de DTNB
(200 uM). As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 412 nm. Os testes foram feitos em duplicata.
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Como apenas a glutationa peroxidase de Paenibacillus lautus apresentou resultados no
ensaio com DTNB, apenas ela foi testada nessa etapa. A Figura 32A apresenta a deplecao de
NADPH ao longo do tempo. Mesmo havendo redugdo do NADPH no controle sem a enzima,
pois o GSH continua a reagir com o CHP, ¢ evidente que a enzima esté ativa e que € possivel

observar uma diferenga no consumo de NADPH na presenca de P/IGpx. Como controle positivo
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de atividade, repetimos o ensaio utilizando uma GPx comercial de bovino (0,1 U) e 2,5 mM de

CHP (Figura 32 B).

Figura 32: Ensaio acoplado de oxidacdo de NADPH. (A) PIGPx (25 uM), GSH (50 uM), GR (0,1 U), NADPH
(150 uM), tamponado (Tris/HC1 0,1 M, pH 7,4, EDTA 5 mM, azida sddica 1 mM) e acompanhado a 30 °C por 20
minutos. As rea¢des foram iniciadas pela adigdo de hidroperéxido de cumeno (CHP) nas concentragdes de 1,5 mM
ou 2,5 mM. (B) Controle positivo de atividade da GPx (GPx bovina comercial 0,1 U) com 2,5 mM de CHP nas
mesmas condigdes reacionais. O consumo de NADPH foi monitorado espectrofotometricamente a 340 nm. Os

testes foram feitos em triplicata.
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Curiosamente, mesmo sendo classificada como peroxirredoxina, a GPx de
Paenibacillus lautus apresentou atividade utilizando a glutationa como doadora de elétrons.
Isso pode representar uma atividade promiscua como observado para a GPx codificada pelo
gene BtuE de Escherichia coli (Arenas et al., 2010). Embora a atividade fosse bastante
pronunciada quando incubada com tiorredoxina, observaram-se resultados positivos no ensaio
com glutationa, ainda que mais sutis. Glutationa peroxidases de Pseudoalteromonas ANT506 e
de Rhodococcus sp., por exemplo, foram testadas somente com glutationa e apresentaram

resultados positivos (Rong et al., 2024; Wang et al., 2017).
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4.3.2.2 Avaliagdo da atividade tiorredoxina peroxidase das GPx

A capacidade das GPxs de utilizar o sistema tiorredoxina como fonte de equivalentes
redutores foi avaliada por meio de um ensaio acoplado baseado no consumo de NADPH. Nesse
sistema, os elétrons provenientes do NADPH sdo transferidos sequencialmente para a
tiorredoxina redutase (TrxR), para a tiorredoxina (Trx) e, por fim, para a glutationa peroxidase,
0 que permite a regeneracdo da enzima durante o ciclo catalitico. Como o NADPH apresenta
absorbancia caracteristica a 340 nm, enquanto sua forma oxidada (NADP*) ndo absorve
significativamente nessa faixa, a atividade da cascata redox pode ser acompanhada pelo

monitoramento da diminui¢do da absorbancia ao longo do tempo.

A Figura 33 apresenta os resultados dos ensaios de atividade realizados para as PIGPx2
e BcGPx recombinantes. Ambas promoveram uma rapida diminui¢do da concentragdo de
NADPH, calculada a partir da absorbancia a 340 nm, ao longo dos 2 minutos de monitoramento.
Em contraste, o controle negativo, composto por todos os reagentes da mistura reacional, exceto
pela proteina de interesse, nao apresentou consumo detectavel de NADPH. Esses resultados
indicam que as enzimas foram capazes de receber elétrons do sistema tiorredoxina de P
aeruginosa, promovendo o fluxo de elétrons ao longo da cascata redox TrxR/Trx/GPx. Dessa
forma, o consumo de NADPH observado fornece evidéncias da atividade peroxidasica das

enzimas avaliadas e de sua compatibilidade funcional com esse sistema redutor.

Figura 33:Avaliacdo da atividade peroxidasica de PIGpx e BcGpx utilizando peréxido de hidrogénio como
substrato por meio do ensaio acoplado de oxidacio de NADPH. A atividade peroxidasica de PIGpx (A) e
BcGpx (B) foi avaliada por meio do ensaio acoplado de oxidagdo de NADPH, utilizando 500 uM de H,O..
Condi¢des experimentais: PIGpx ou BcGpx (3 uM), Trx (6 uM), TrxR (1 uM), NADPH (150 uM), HEPES (50
mM, pH 7,4), DTPA (100 uM) e azida sddica (1 mM). As reacdes foram iniciadas pela adi¢cdo de H,O; e a oxidacao
do NADPH em NADP foi monitorada espectrofotometricamente (A = 340 nm) a 37 °C durante 5 minutos.
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A utilizagdo do sistema tiorredoxina pelas enzimas oriundas de P. lautus € B. cereus
corrobora o que vem sendo discutido a respeito da fun¢ao da glutationa peroxidase bacteriana.
Embora exista uma homologia significativa entre as sequéncias bacterianas e as GPxs classicas

de mamiferos, o substrato preferencial se distingue (Bao et al., 2023). Isso esta relacionado a
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disponibilidade de glutationa no ambiente celular, que ¢ limitada ou ausente, principalmente
em organismos Gram-positivos (Smirnova e Oktyabrsky, 2005). As GPxs classicas de
mamiferos devem ter evoluido devido a maior concentracao de GSH no ambiente extracelular
eucaridtico e a maior efici€ncia catalitica por esse substrato conferida pela substitui¢ao de uma
cisteina por uma selenocisteina (Figura 34). Esse resultado revelou uma adaptagdo evolutiva
associada a mudanca na especificidade dos agentes redutores, alcangada por meio da mutagao

de apenas alguns elementos-chave, sem alteragdes drasticas na sequéncia proteica.

Figura 34: Alinhamento entre as sequéncias da GPx4 de Homo sapiens e a PIGPx2. O asterisco demarca o
residuo de cisteina peroxidastica (C) ou selenocisteina (U) do sitio catalitico e o sinal positivo a cisteina de
resolucdo ausente na GPx humana.
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Entretanto, relatos experimentais que demonstrem a utilizacdo de tiorredoxina como
sistema redutor por glutationa peroxidases bacterianas ainda sdo escassos na literatura. A
enzima codificada pelo gene BtuE de E. coli possui, em seu sitio ativo, atividade peroxidase
nao especifica, embora prefira a tioredoxina A para a decomposi¢ao de perdxidos (Arenas et
al.,, 2010). Uma proteina GPx-like recombinante do Gram-positivo Corynebacterium
glutamicum, denominada MPx, atua como uma peroxidase antioxidante capaz de reduzir o
peroxido de hidrogénio e hidroperoxidos organicos, utilizando tanto os sistemas de regeneracao
dependentes de micorredoxina quanto de tiorredoxina (Si et al., 2015). Estudos demonstraram
que a enzima de Staphylococcus aureus também utiliza o mesmo sistema (Maji, Shukla e
Bhattacharyya, 2025). Por fim, os dados sdo consistentes com a auséncia de genes codificando
glutationa redutase nos genomas analisados, sugerindo que essas enzimas provavelmente nao
utilizam o sistema glutationa/glutationa redutase como principal via de regeneracao catalitica

in vivo.
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4.3.3 Avaliacio da habilidade da PIGPx2 modificar o poliestireno

Apos o contato com a PIGPx2, os filmes de polistireno ndo apresentaram modifica¢des
no perfil de suas ligacdes, conforme observado por FT-IR ATR. Ou seja, ndo houve a
incorporagdo de grupos funcionais associados a oxidag¢ao, como hidroxilas e carbonilas, como
foi observado por Rong et al. (2024) em filmes de polietileno tratados com uma glutationa
peroxidase de Rhodococcus sp.. Os pesquisadores ressaltam que essa fungdo estaria associada
a liberagdo de espécies reativas de oxigénio formadas pelas NOS redox bridges, que podem ser
formadas entre o enxofre da cisteina catalitica e o nitrogénio de aminodcidos como lisina,
glicina e arginina (Bazzi e Sayyad, 2025; Rabe von Pappenheim ef al., 2022). A PIGPx2 possui
apenas uma glicina (C3s+1) em posi¢do adequada para exercer esse tipo de fungdo, enquanto a
Gpx da linhagem de Rhodococcus apresenta também uma lisina (Css-1), a qual os autores
atribuem a atuagdo nesse processo. Entretanto, esse processo ainda pode ocorrer in vivo em
Paenibacillus lautus. A PIGPx1, expressa de forma insoltivel em E. coli (e, portanto, ndo pode
ser avaliada), apresenta o residuo de lisina na mesma posicao que a GPx de Rhodococcus, o que

sugere que esse mecanismo esteja presente (Figura 35).

Figura 35: Alinhamento das sequéncias de GPx de Paenibacillus lautus e de Rhodococcus sp. C2. O asterisco
marca a regido onde se espera que ocorra a NOS redox bridge.
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4.4 CITOCROMO P450 102 (CYP102)

Cada um dos genomas apresenta 1 sequéncia de citocromo P450 102. A maioria dos
membros da familia CYP102 consiste em enzimas “autossuficientes”, que ndo necessitam de
proteinas adicionais de transferéncia de elétrons para serem cataliticamente ativas. Essas
enzimas sdo compostas por uma proteina redutase do citocromo P450 (CPR), contendo os

cofatores FAD ¢ FMN, fusionada ao dominio heme do CYP (Figura 36) (Finnigan et al., 2020;
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Hannemann et al., 2007; Wong e Bell, 2005). Embora seja considerada autossuficiente, estudos
estruturais e bioquimicos indicaram que sua forma monomérica ¢ virtualmente inativa,
enquanto sua forma de homodimero ¢ ativa (Girvan et al., 2011; Kitazume et al., 2007). O
dominio FAD aceita dois elétrons (na forma de um ion hidreto) provenientes do NADPH, uma
molécula de alta energia. O FAD reduzido transfere esses elétrons para o dominio FMN
(mononucleotideo de flavina). O dominio FMN transfere os elétrons, um de cada vez, para o
heme no centro catalitico da enzima P450, onde ocorre a oxidacao do substrato. Sua estrutura
apresenta multiplas conformacgdes (aberta e fechada), com alta dindmica conformacional. Na
conformacao fechada, a proteina torna-se mais compacta, mantendo os dominios heme ¢ FAD
em contato. Ja na conformagao aberta, um dos dominios FMN interage com a face proximal do
heme, enquanto o outro permanece associado ao dominio FAD. Para permitir a transferéncia
eficiente de elétrons ao dominio heme, os dominios FMN alternam entre as conformacdes
aberta e fechada. Nesse processo, o FAD, localizado proximo ao FMN, pode aceitar elétrons e

se reposicionar em direcdo ao heme, favorecendo a formag¢dao de um complexo ativo para a

transferéncia de elétrons (Su ef al., 2020).

Figura 36: Representacido da estrutura secundaria da PICYP102 predita com o software PSIPRED. A
estrutura caracteriza-se por apresentar 2 regides distintas: o citocromo P450 (1-482) ¢ a NADPH-P450 redutase
(483-1061). Na segunda regido, destacam-se os dominios FAD (493-632) e FMN (671-904).
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4.4.1 Clonagem e expressio recombinante

A ORF de Cypl102, oriunda de Paenibacillus lautus, foi amplificada por PCR, e um
amplicon de 3208 pb foi observado em gel de agarose a 1% (Figura 37A). O produto da PCR
foi clivado com as enzimas Bgl/l e Sall e ligado em pET28a, também clivado com Sall, porém,
com BamHI. A clonagem nesse vetor foi confirmada por linearizagao com Sal/l (Figura 37B). A
sequéncia esperada para a proteina de fusdo encontra-se no APENDICE D -Sequéncias das

proteinas de fusao.

Os plasmideos resultantes foram transformados em E. coli Rosetta (DE3). Em meio
Terrific Broth, os transformantes foram cultivados até atingirem a fase logaritmica de
crescimento, quando o indutor IPTG foi adicionado e a aliquota ndo induzida foi coletada. Apo6s
20 horas de indugdo a 20 °C, o processo foi encerrado e a aliquota final foi coletada (Figura
38). Ao ressuspender o pellet, foi observado que a suspensdo se tornou avermelhada, o que
ocorre devido ao grupamento heme em excesso no meio de cultura. O grupamento ¢ essencial
para a fung¢do da proteina. No decorrer da purificagdo, notou-se que as proteinas concentradas

apresentaram coloragdao amarelada, decorrente da presenca do dominio redutase.

Figura 37: Géis de agarose apresentando o produto da amplificacio da ORF de PICyp102 e a confirmacio
da clonagem por linearizagao por digestido. (A) Amplificagdo da ORF. 1: Amplicon (3208 pb). (B) Confirmag&o
da clonagem por clivagem. 1: pET28-a recombinante linearizado. 2: pET28-a linearizado. M: Marcador molecular

(GeneRuller 1 kb - Thermo Fisher)
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Figura 38: Perfil de expressio heterologa da PICYP102 em E. coli Rosetta, apresentado em SDS-PAGE. (1)

Nao Induzido. (2) Induzido. (3) Fragao Insolavel. (4) Fra¢do Soltavel. (5) Proteina Purificada. M: Precision Plus
Protein Dual Color Standards (Bio-Rad).
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Os experimentos destinados a caracterizagdo funcional da CYP102 de Paenibacillus
lautus encontram-se em andamento e deverao fornecer informacdes sobre sua atividade
catalitica e seu potencial em fun¢do da biodegradagdo de PS. Em conjunto com os resultados
apresentados nesta tese, esses estudos contribuirdo para a elucidagdo do potencial

biotecnoldgico dessa enzima e ampliardo a compreensdo dos mecanismos moleculares

envolvidos na biodegradacao de poliestireno.
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CONCLUSOES

O trabalho apresenta uma proposta biotecnologica para contribuir para a remediagdo da
poluicdo por poliestireno, colocando como protagonistas as bactérias intestinais da larva de

Sphenophorus levis.

A alimentacdo das larvas de bicudo da cana-de-agticar com poliestireno expandido
reduziu a massa das larvas, indicando que o material, por si s6, ndo era suficiente para manter

a biomassa, sendo necessario obter energia a partir de suas reservas, como o corpo gorduroso.

A andlise das bibliotecas do gene 16S revelou uma mudanca drastica na sua microbiota
bacteriana intestinal apds a alimentacdo com EPS. Uma menor incidéncia de bactérias
intestinais ¢ uma elevacdo na quantidade do endossimbionte obrigatdrio. Isso pode ocorrer
devido ao estresse nutricional a que as larvas foram submetidas, reprimindo as bactérias do

Iimen intestinal.

Em contrapartida, o [imen intestinal das larvas ainda assim foi capaz de fornecer micro-
organismos aptos a modificar a superficie do poliestireno. Cepas dos géneros Bacillus,
Paenibacillus, Cytobacillus e Raoultella, isoladas a partir de um enriquecimento em meio de
cultura mineral com filmes de poliestireno, modificaram a topografia e a composi¢ao atdmica
da superficie do polimero. No entanto, somente a linhagem de Paenibacillus adicionou grupos
funcionais associados a oxidagdo, observaveis por FTIR-ATR, e promoveu ao polimero a perda
de massa molecular. Indicando que, de fato, essa cepa apresenta a possibilidade de ser utilizada

como ferramenta biotecnologica para a biodegradacao de PS.

O sequenciamento do genoma total das linhagens, agora identificadas como
Paenibacillus lautus e Bacillus cereus, foi realizado para desvendar os mecanismos moleculares
envolvidos nesse processo. Uma série de hidrolases e oxigenases candidatas foi identificada,
entre as quais se destacaram as oxidases multicobre, as ring-cleaving oxigenases, os citocromos

P450 e as glutationa peroxidases-/ike.

A expressdo recombinante de GPx em E. coli de ambas as espécies apresentou
rendimento satisfatorio, permitindo a andlise da atividade das GPx. Como descrito para as
glutationa peroxidases bacterianas, ambas as proteinas testadas apresentaram atividade de
tiorredoxina peroxidase, mas somente a PI/GPx2 apresentou atividade frente a glutationa,

indicando uma atividade promiscua.
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A PIGPx2 recombinante nao foi capaz de modificar o filme de poliestireno in vitro,
possivelmente por ndo possuir um residuo de lisina adjacente a cisteina peroxidatica.
Entretanto, a PIGPx1, expressa de forma insoluvel, possui os atributos necessarios para que

1SS0 ocorra in vivo.

De forma geral, os dados apresentados demonstram o potencial de uma cepa de
Paenibacillus lautus no contexto da biodegradacdo de polimeros complexos, como o
poliestireno. Espera-se, portanto, compreender melhor os mecanismos com que isso ocorre €
explorar maneiras de integrar esses resultados a outras tecnologias de gestdo de residuos

solidos.
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APENDICE A - SEQUENCIAS DA REGIAO V3-V4 DAS BACTERIAS ISOLADAS

Este apéndice apresenta a sequéncia da regido V3-V4, entre as posi¢des 314 e 805 do
gene 168S, das bactérias isoladas e identificadas nesse trabalho, conforme apresentado na se¢ao

4.3 do capitulo 1.

Bacillus cereus
>PX753250.1

CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAG
AACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAA
AGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

Paenibacillus lautus
>PX753252.1

CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAAGGAAG
AACGTCTTCTAGAGTAACTGCTAGGAGAGTGACGGTACTTGAGAAGAAAGCCCCG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCTTTAAGTCTGGTGTTTAAACCCGAG
GCTCAACTTCGGGTCGCACTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

Lysinibacillus sp.
>>PX753251.1

CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAG
AACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATT
ATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGG
CTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAG
TGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGC
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GAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

Cytobacillus sp.
>PX753253.1

CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAG
AACAAGTACCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCG
GCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAGA
GTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

Raoultella sp.
>PX753254.1

CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
CATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGG
AAGGCATTAAGGTTAATAACCTTGGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTTGTAGAGGGGGGT
AGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCG
AAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
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APENDICE B - SEQUENCIAS DAS ORFS E PROTEINAS DE INTERESSE NO
CONTEXTO DA BIODEGRADACAO DE PLASTICOS — Bacillus cereus

Este apéndice apresenta uma selecdo de sequéncias de nucleotideos das ORFs e de
sequéncias de aminoacidos das proteinas por elas codificadas, obtidas a partir do genoma de
Bacillus cereus. Trata-se de um conjunto de proteinas candidatas a desempenhar um papel na

biodegradagao do poliestireno, conforme exposto na se¢ao 4.2 do capitulo 2.

>EGOBGB 22575 glutathione peroxidase

ATGACAGTTTATGATTTTTCAGCTAAAACAATTACAGGTGAAGAAAAATCGTTAAA
AGATTACAAAGGAAAAGCACTTCTTATTGTCAATGTAGCTAGCAAATGTGGTTTCA
CACCACAATATAAAGGATTACAAGAGGTATATGATAAATATAAAGACCAAGGACTC
GAAATACTCGGATTTCCTTGTAACCAATTCGGGGGACAAGAACCAGGTACAGAAG
CGGACATTACTAGTTTTTGTGAATTAAACTACGGTGTAAACTTCCCGATGTTTGCAA
AGGTTGATGTGAAAGGTGATAAGGCTCACCCTCTATATACATACATGACAGAACAA
GCACCAGGTTTACTTGGTATGAAAGCAGTGAAATGGAATTTTACAAAGTTTTTAAT
CGGAAAAGACGGGAAAGTAGTAGGGCGTTTTGCTCCGCAGACGAAGCCGGTAGA
TTTAGAGGTTGAGATTGAGAAGGTGCTTGGAGAATAA

>EGOBGB_ 22575 glutathione peroxidase

MTVYDFSAKTITGEEKSLKDYKGKALLIVNVASKCGFTPQYKGLQEVYDKYKDQGL
EILGFPCNQFGGQEPGTEADITSFCELNYGVNFPMFAKVDVKGDKAHPLYTYMTEQA
PGLLGMKAVKWNFTKFLIGKDGKVVGRFAPQTKPVDLEVEIEKVLGE

>EGOBGB_02135 bifunctional P-450/NADPH--P450 reductase

ATGGAAAAAAAAGTATCTGCCATTCCTCAGCCGAAAACATATGGACCGCTGGGTAA
TCTCCCATTAATCGATAAAGATAAACCGACCCTATCCTTTATCAAGATAGCGGAAGA
GTATGGTCCCATTTTTCAAATTCAAACTTTAAGTGATACCATCATTGTCGTTTCTGG
ACATGAATTGGTAGCGGAAGTCTGTGACGAAACACGGTTCGATAAAAGTATAGAG
GGTGCTTTAGCAAAAGTTCGTGCCTTTGCTGGGGACGGATTATTTACTAGCGAGAC
TCACGAGCCTAACTGGAAAAAAGCTCATAATATTTTGATGCCTACATTCAGCCAAC
GGGCAATGAAAGATTACCATGCCATGATGGTCGATATTGCTGTACAACTCGTTCAA
AAATGGGCACGGCTTAATCCGAATGAAAACGTAGATGTTCCGGAGGATATGACACG
TCTTACGTTAGATACAATTGGTCTATGTGGTTTTAATTACCGATTCAATAGCTTTTAT
CGTGAGACACCTCATCCTTTTATTACTAGCATGACCCGTGCTCTAGATGAGGCGATG
CACCAATTGCAGCGGCTGGATATAGAAGACAAACTTATGTGGAGAACGAAACGTC
AATTTCAGCATGATATCCAATCTATGTTTTCTTTAGTAGATAATATTATTGCTGAACGT
AAAAGTAGTGGAGATCAGGAAGAAAATGATTTACTTTCCCGTATGTTAAATGTGCC
AGATCCGGAAACTGGTGAAAAATTAGATGATGAAAACATTCGTTTCCAAATTATTA
CTTTTTTAATAGCTGGACATGAGACAACAAGTGGATTGTTATCTTTTGCAATTTACT
TCTTATTAAAGAATCCGGATAAATTGAAAAAAGCCTATGAAGAAGTAGACCGTGTT
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TTGACAGATCCTACTCCAACATACCAACAAGTTATGAAACTGAAGTATATGCGGAT
GATTTTAAATGAATCGCTACGTCTATGGCCTACCGCTCCAGCATTCAGTCTTTATGC
AAAAGAAGATACAGTGATTGGCGGGAAATACCCAATTAAGAAAGGAGAAGATCGT
ATTTCTGTTCTTATTCCACAGCTACATAGGGATAAAGATGCATGGGGAGACAATGTG
GAAGAATTCCAACCTGAACGATTTGAAGAGCTGGATAAGGTTCCTCATCATGCTTA
TAAGCCATTTGGAAATGGCCAGAGAGCATGTATCGGTATGCAATTTGCACTTCATG
AAGCCACTCTTGTAATGGGAATGCTTCTTCAACATTTTGAATTAATCGATTATCAAA
ACTATCAGCTGGACGTAAAACAAACATTAACGCTAAAGCCCGGTGATTTTAAGATT
AGGATTCTACCCCGAAAACAAACTATTAGTCATCCTACTGTTCTTGCACCTACAGA
GGACAAGCTGAAAAACGATGAAATTAAGCAACACGTCCAGAAGACACCTTCTATT
ATTGGGGCCGATAATCTTTCACTTCTTGTTCTGTATGGCTCGGATACAGGTGTAGCA
GAAGGTATTGCAAGAGAATTAGCAGATACAGCTAGTTTAGAAGGAGTTCAAACGG
AAGTGGTAGCTCTTAACGATCGAATTGGAAGTTTGCCAAAAGAAGGAGCGGTACT
TATTGTGACTTCTTCTTATAATGGAAAACCGCCAAGTAATGCAGGGCAGTTTGTGC
AATGGTTGGAGGAACTAAAACCAGATGAGCTAAAAGGGGTTCAATACGCAGTTTT
TGGTTGTGGAGATCATAATTGGGCTAGTACCTACCAACGGATTCCAAGATACATTGA
TGAGCAAATGGCTCAAAAAGGAGCAACAAGATTTTCTAAACGCGGAGAAGCAGA
TGCAAGTGGTGATTTCGAGGAACAGCTTGAGCAATGGAAACAAAACATGTGGTCT
GATGCGATGAAGGCATTTGGATTGGAGCTCAACAAAAATATGGAAAAAGAGCGCA
GTACTTTGAGTCTGCAATTTGTCAGTCGTCTTGGAGGATCTCCTCTTGCACGAACA
TATGAAGCAGTTTATGCATCTATACTAGAAAATCGTGAACTTCAATCATCCAGCAGT
GATAGAAGTACACGACATATCGAGGTATCTTTGCCAGAAGGCGCTACATATAAAGA
AGGAGACCACCTTGGAGTGTTGCCAGTTAATAGCGAGAAAAATATCAACCGAATTT
TAAAACGTTTTGGATTAAATGGGAAGGATCAAGTTATACTGAGTGCAAGTGGACGA
AGTATAAATCACATACCTTTAGACAGTCCTGTTAGTTTATTGGACCTTCTTAGTTATA
GTGTTGAAGTTCAAGAAGCTGCCACTCGAGCACAAATACGAGAAATGGTAACATT
CACAGCATGTCCTCCTCATAAAAAAGAATTGGAAGCATTATTAGAAGAAGGAGTTT
ATCATGAACAAATATTAAAGAAACGGATTTCAATGTTGGACCTTCTTGAAAAGTAT
GAGGCTTGTGAAATCCGATTTGAACGCTTTTTAGAACTTCTTCCTGCGCTCAAACC
GCGTTACTATTCTATTTCAAGCTCTCCACTCGTTGCACACAATCGTCTGAGCATTAC
GGTCGGTGTTGTTAATGCGCCTGCATGGAGTGGGGAAGGGACATATGAAGGAGTC
GCTTCTAATTACTTAGCTCAGCGTCATAATAAAGATGAGATTATCTGTTTCATTCGAA
CGCCACAATCAAACTTTGAATTACCTAAAGATCCAGAAACACCAATTATTATGGTTG
GGCCAGGTACTGGAATTGCACCATTCCGTGGATTCTTGCAAGCGCGTCGTGTTCAA
AAGCAAAAAGGTATTAACTTAGGACAAGCGCATCTATATTTTGGTTGTCGTCATCCT
GAAAAAGATTATCTTTATCGTACAGAACTAGAAAATGATGAAAGAGATGGATTAAT
CTCTTTACACACAGCTTTTTCTCGTTTAGAGGGACATCCAAAAACATATGTACAGC
ATTTGATAAAACAAGATAGAATCAATTTAATTTCGTTATTAGATAATGGAGCTCATCT
TTATATATGTGGTGATGGAAGTAAAATGGCTCCGGATGTAGAAGATACCCTTTGTCA
AGCATATCAAGAAATTCATGAAGTCAGTGAACAAGAAGCAAGAAATTGGTTGAAT
CGTGTGCAAGATGAAGGGCGATATGGAAAAGATGTTTGGGCTGGTATATGA

>EGOBGB_02135 bifunctional P-450/NADPH--P450 reductase

MEKKVSAIPQPKTYGPLGNLPLIDKDKPTLSFIKIAEEYGPIFQIQTLSDTIIVVSGHELV
AEVCDETRFDKSIEGALAKVRAFAGDGLFTSETHEPNWKKAHNILMPTFSQRAMKD
YHAMMVDIAVQLVQKWARLNPNENVDVPEDMTRLTLDTIGLCGFNYRFNSFYRETP
HPFITSMTRALDEAMHQLQRLDIEDKLMWRTKRQFQHDIQSMFSLVDNITAERKSSGD
QEENDLLSRMLNVPDPETGEKLDDENIRFQIITFLIAGHETTSGLLSFAIYFLLKNPDKL
KKAYEEVDRVLTDPTPTYQQVMKLKYMRMILNESLRLWPTAPAFSLYAKEDTVIGGK



110

YPIKKGEDRISVLIPQLHRDKDAWGDNVEEFQPERFEELDKVPHHAYKPFGNGQRACI
GMQFALHEATLVMGMLLQHFELIDYQNYQLDVKQTLTLKPGDFKIRILPRKQTISHPT
VLAPTEDKLKNDEIKQHVQKTPSIIGADNLSLLVLY GSDTGVAEGIARELADTASLEGV
QTEVVALNDRIGSLPKEGAVLIVTSSYNGKPPSNAGQFVQWLEELKPDELKGVQYAVF
GCGDHNWASTYQRIPRYIDEQMAQKGATRFSKRGEADASGDFEEQLEQWKQNMWS
DAMKAFGLELNKNMEKERSTLSLQFVSRLGGSPLARTYEAVYASILENRELQSSSSDR
STRHIEVSLPEGATYKEGDHLGVLPVNSEKNINRILKRFGLNGKDQVILSASGRSINHIP
LDSPVSLLDLLSYSVEVQEAATRAQIREMVTFTACPPHKKELEALLEEGVYHEQILKK
RISMLDLLEKYEACEIRFERFLELLPALKPRY YSISSSPLVAHNRLSITVGVVNAPAWSG
EGTYEGVASNYLAQRHNKDEIICFIRTPQSNFELPKDPETPIIMVGPGTGIAPFRGFLQA
RRVQKQKGINLGQAHLYFGCRHPEKDYLYRTELENDERDGLISLHTAFSRLEGHPKTY
VQHLIKQDRINLISLLDNGAHLYICGDGSKMAPDVEDTLCQAY QEIHEVSEQEARNW
LNRVQDEGRYGKDVWAGI

>EGOBGB_ 04900 Multicopper oxidase with three cupredoxin domains (includes cell division
protein FtsP and spore coat protein CotA)

ATGAAGCGATTTGTATTAGCAGTCATTACAGTCTCTGCAATATTTTTAATTGCTGCCT
GTTCTGTGACGACAAATACAACAAATGATCATAAAAATATGAATGATAAAAAAACA
CTACAGACTGAAACAGCTACAACACCATTGAAAGTTGAAAAAGGACCAGAAGTTA
CTTTAATAGCGAAAGAAGAAAAGCAAAAATTAAGTAACGGTGTTATTGTTCCAGTC
TGGACATTTAATGGCTCATCTCCTGGTTCAGAAATTCGGGTGAAAAAAGGTGAAA
AGGTGAAAGTGACATTAAAAAATGAATTATCTGCACCAGTATCTATTCATTGGCATG
GATATCCTGTCCCAAATAACATGGATGGAATTCCAGGCGTGACACAAGATGCAGTT
GAACCAGGAAAAAGTTTCACTTACGAATTTGAAGCGAACGTACCAGGAACGTACT
GGTATCACTCGCATCAAGATTCTGTAAATCAATTAGATAGAGGTTTGTATGGAGCGC
TCATTGTAGAAGATACAAAGGAAAAATATGATAAAGATTACACATTAATGTTGGATG
AATGGGTTACAGATAAAGAAGAAATGAATAAGCAGTTAAAAGAAATGACAAAAGG
GCAAATAGGTAATAAATCTAAAGGTAATGAAAATGGGGAAAAGAATGATGATAAGA
ACGGCATGGCTCATTCTGATATGAACATGGGCAGTGATAAAAAAGACTCTAGTAAT
ATGGAAGGAATGGACCATGGAAATATGAAGATGGAAGGTCATGATATGAGTATGTA
CGACTTATTCACAATCAATGGAAAAAGCGGTGATTTAGTAGCGCCATTAAAAGTGA
ATAAGGGAGATAACGTTCGTCTTAGACTCGTCAATGCTGGTTATCTATCACATGATA
TACATGTTCATGGCCATGATATAAAAGTAATTGCGACAGATGGTCAACCAATAAACG
ATCCAAAAGTTATAAAGGATAAAGTAATTTCAATCGCACCGGGTGAACGTTATGAT
ATTGAATTTACTGCTAATAATCCTGGGAAATGGTATGTTGAAGACCATTCGAAAAAT
AAAGGTGCAAAAGGAATGAAAGCTGTTATTGAGTATGATGGCAGCAAAGAGATGA
AAGATAAAGCAGACGAAAAAGAAAAATTACCGAAAGTAGATATAATGAAATATGG
TACTAAAAAATTAGGTAGTTTCACATTAAATCAAGAGTATACTGCCACATATAATATG
GACTTAAATACGCAAATGAATGGAAATGAAATGGTATATACAATTAACGGAAAGGT
ATTTCCGGATATTGACCCAATTCAAGTAAAAAAGGGTGATTTAGTAAAAGTGAAGT
TGGTAAATCGTTCTAAAATGGATGATCACCCAATGCATTTACACGGACACTTTTTCC
AGGTGTTGAGTAAAGATGGAAAACCGATAGAAGGTTCTCCAATTGTGAAAGATAC
ATTGAACTTAAAACCGGGAGAAGAATATGAAGTAGCCTTTGTAGCAGATAATCCGG
GCGATTGGATGTTCCACTGTCATGATTTACACCATGCTTCAGCTGGGATGGTAACAG
AAGTAAAATATACAGATTACAAATCGGATTATGTTCCAAACCGAAACATTCCTAATA
AGCCAGAGTAA

>EGOBGB_04900 Multicopper oxidase with three cupredoxin domains (includes cell division

protein FtsP and spore coat protein CotA)
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MKRFVLAVITVSAIFLIAACSVTTNTTNDHKNMNDKKTLQTETATTPLKVEKGPEVTL
IAKEEKQKLSNGVIVPVWTENGSSPGSEIRVKKGEKVKVTLKNELSAPVSIHWHGYPV
PNNMDGIPGVTQDAVEPGKSFTYEFEANVPGTYWYHSHQDSVNQLDRGLYGALIVE
DTKEKYDKDYTLMLDEWVTDKEEMNKQLKEMTKGQIGNKSKGNENGEKNDDKNG
MAHSDMNMGSDKKDSSNMEGMDHGNMKMEGHDMSMYDLFTINGKSGDLVAPLK
VNKGDNVRLRLVNAGYLSHDIHVHGHDIKVIATDGQPINDPKVIKDKVISIAPGERY DI
EFTANNPGKWY VEDHSKNKGAKGMKAVIEYDGSKEMKDKADEKEKLPKVDIMKYG
TKKLGSFTLNQEYTATYNMDLNTQMNGNEMVYTINGKVFPDIDPIQVKKGDLVKVK
LVNRSKMDDHPMHLHGHFFQVLSKDGKPIEGSPIVKDTLNLKPGEEYEVAFVADNPG
DWMFHCHDLHHASAGMVTEVKYTDYKSDY VPNRNIPNKPE

>EGOBGB 10475 Copper oxidase

ATGAAGAGATTTGTATTAACAGCAGTTACAGTCTCCGCAATATCTTTAATTGCCGCA
TGTTCTGCGACTACAAATACAACAAGTGATCAAAAAAATATGAATGATAAAAAGGT
AACACAAACTGAAACGGCAACAAAGCCGTTACAAGTTGTAAAAGGGCCAGAAGT
TACTCTAGTGGCGAAAGAAGAGAAACAAAAACTAAGCAACGGTGTTGTTGTTCCG
GTATGGACATTTAATGGATCATCTCCTGGACCAGAAATCCGTGTAAAAAAAGGTGA
CAAGGTTAAAGTTACATTAAAGAATGAACTATCTGCACCTGCGTCTATTCACTGGC
ATGGGTATCCGGTTCCAAATAATATGGACGGCATCCCGGGAGTTACACAAGATGCG
GTTGAACCTGGAAAAAGTTTTACCTATGAATTTGAAGCAAACGTACCAGGAACGT
ATTGGTATCATTCACATCAAGACTCTGTTAATCAACTAGATAGAGGATTGTATGGCG
CTCTTGTTGTAGAAGATACAAATGAAAAGTATGATAAAGATTACACATTAATGTTAG
ATGAATGGGTAACAGATAAAAAAGAAATTGATAAGCAAATAAAAGAAATGACAAA
AGGTAAAGTAGAAAAAACAGACGGTGATGCGAAAAAGAATGATGATATGAAAGG
CATGGATCATTCGGGTATGGACATGGGAAGTGACAAAAAAGACTCTGGTAGTATGG
AAGGCATGGACCATGGAAATATGAAGATGGATAAAAATAAAGAGTCGAATGGAAT
GCAAATGGAAGGCCATGATATGAGTATGTATGATTTATTCACAATCAATGGTAAAAG
TGGGGATTTAATAGAGCCATTGAAAGTGAAAAAAGGTGACAAGGTTCGACTTCGA
TTCGTTAATGCTGGTTATCTATCACATGATATCCATGTTCATGGTCATGATATTAAAGT
GATTGCGACAGATGGCCAACCAATTAATGATCCAAAGGTTATAAAAGACCAAGTAA
TTTCAATTGCACCAGGTGAACGGTACGACGTTGAGTTTACAGCTAACAACCCTGG
AAAATGGTATGTTGAGGATCATGCAAAAGATAAAGGGGCAAAAGGAATGAAAGCT
GTTATTGAATATGATGGCAGCAAAGAGATGAAAGATAAAGCAAATGAAAAAGAAA
AACTTCCAAAATTAGATATGACAAAATACGGTGCAAAGAAATTAGGAGGTTTTACA
TTAGACCAACAGTATACTGCCACATATACAATGGATTTAAACACTCAAATGAATGGA
AATGAAATGGTATACACAATTAATGGAAAAACATTCCCTGATATTGATCCAATTCAG
GTGAAAAAAGGAGATTTAGTAAAAGTAAAATTAGTAAACAAATCTAAAACAGATG
ATCATCCAATGCATTTACACGGTCATTTCTTCCAAGTATTAAGTAAAGATGGAAAGC
CAATAGAAGGTTCTCCAATTATAAAAGATACCCTTAACTTGAAACCAGGAGAAGAA
TATGAAGTAGCCTTTGTAGCAGATAATCCAGGTGAATGGATGTTCCACTGTCACGAT
TTACATCATGCTTCAGCGGGGATGGTAACAGAAGTGAAATATAAAGATTACAAATC
TGATTATGTTCCAAACCCTAATATTCCTAATATGCCAGAGTAA

>EGOBGB 10475 Copper oxidase

MKRFVLTAVTVSAISLIAACSATTNTTSDQKNMNDKKVTQTETATKPLQVVKGPEVTL
VAKEEKQKLSNGVVVPVWTFNGSSPGPEIRVKKGDKVKVTLKNELSAPASIHWHGYP
VPNNMDGIPGVTQDAVEPGKSFTYEFEANVPGTYWYHSHQDSVNQLDRGLYGALVV
EDTNEKYDKDYTLMLDEWVTDKKEIDKQIKEMTKGKVEKTDGDAKKNDDMKGMD
HSGMDMGSDKKDSGSMEGMDHGNMKMDKNKESNGMQMEGHDMSMYDLFTING

KSGDLIEPLKVKKGDKVRLRFVNAGYLSHDIHVHGHDIKVIATDGQPINDPKVIKDQV
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ISTAPGERYDVEFTANNPGKWY VEDHAKDKGAKGMKAVIEYDGSKEMKDKANEKEK
LPKLDMTKYGAKKLGGFTLDQQYTATYTMDLNTQMNGNEMVYTINGKTFPDIDPIQ
VKKGDLVKVKLVNKSKTDDHPMHLHGHFFQVLSKDGKPIEGSPIIKDTLNLKPGEEY
EVAFVADNPGEWMFHCHDLHHASAGMVTEVKYKDYKSDY VPNPNIPNMPEATTATG
TTCCAAACCCTAATATTCCTAATATGCCAGAGTAA

>EGOBGB 04690 Aromatic ring-opening dioxygenase, catalytic subunit, LigB family
ATGATGCCATCATTATTTCTAGCACATGGTTCGCCTATGCTCGCTATTCAAGATACAG
ACTATACACGATTTTTAAAAACACTTGGAGAAACATATAAACCGAAAGCAATTGTT
ATTTTCACTGCTCATTGGGAAAGTGAAGTATTAACGATTTCCTCATCAGATAACGAG
TATGAAACAATTTATGATTTTGGAGGTTTTCCCCCTGAGTTATACGAAATCAAATATC
GTGCGAAAGGCTCTTCTCATATTGCATCTATTTTAGAAACAAAATTTAAGAACAAA
GGTATTTCAGTCCATCATAATATGACGAGAGGTTTAGATCATGGTTCATGGACACTC
CTGCACCGCATGTATCCAGAAGCAAATATTCCTGTCGTGCAAATATCAGTCAATCCA
TTCCTTTCTGCAAAAGAACAATTTGAAATTGGAGAAGCACTTAAAGGACTCGGAC
AAGAAGATATTTTAGTAATCGGGAGTGGCGTTACCGTTCATAATTTACGAGCACTGA
AATGGAATCAAACTACACCTGAAAAATGGGCAATTGAATTTGATGATTGGATTATTA
AACATATGCAGAATAACGATAAAGATGCATTGTTTAATTGGGAGAAAAATGCTCCT
CATGCACAATTAGCAGTACCAAGAGCAGAACATTTTGTTCCTTTATTTATCGCTATG
GGAAGTGGTGAAAATAGCGGTGAAGTCATTCACCGTAGTTACGAGCTTGGTACATT
AAGTTATCTTTGTGTTCGATTTTAA

>EGOBGB_04690 Aromatic ring-opening dioxygenase, catalytic subunit, LigB family
MMPSLFLAHGSPMLAIQDTDYTRFLKTLGETYKPKAIVIFTAHWESEVLTISSSDNEYE
TIYDFGGFPPELYEIKYRAKGSSHIASILETKFKNKGISVHHNMTRGLDHGSWTLLHR
MYPEANIPVVQISVNPFLSAKEQFEIGEALKGLGQEDILVIGSGVTVHNLRALKWNQT
TPEKWAIEFDDWIIKHMQNNDKDALFNWEKNAPHAQLAVPRAEHFVPLFIAMGSGE
NSGEVIHRSYELGTLSYLCVRF
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APENDICE C - SEQUENCIAS DAS ORFS E PROTEINAS DE INTERESSE NO
CONTEXTO DA BIODEGRADACAO DE PLASTICOS — Paenibacillus lautus

Este apéndice apresenta uma selecdo de sequéncias de nucleotideos das ORFs e de
sequéncias de aminoacidos das proteinas por elas codificadas, obtidas a partir do genoma de
Paenibacillus lautus. Trata-se de um conjunto de proteinas candidatas a desempenhar um papel

na biodegradacao do poliestireno, conforme exposto na se¢ao 4.2 do capitulo 2.

>BOGOAH_21065 Glutathione peroxidase
ATGTCGATCTATGAATATGAAGTAAAAACGATACGCGGCGAATCCCAAACGCTGGA
ATCTTATAAAGGCGATGTCATGCTGATCGTCAATACGGCGACCAAATGCGGCTTTGC
CCCTCAATTCGACGGTCTGGAGAAGCTGCACCAAACCTACCGCGACCAGGGATTG
GCCGTTCTCGGCTTCCCCAGCAGCCAATTCATGAATCAAGAGCTGGAGGAGGATG
CCGCGATAGAAGAGGCCTGCAAGCTCAATCACGGCGTCACCTTCCCGCTGTTTTCC
AAGATCGATGTGAACGGCACGAACGCTCATCCGCTTTACAAATACCTGACCAGTGA
AGCCCCCGGCGCACTGGGCATCAAGGCGATCAAATGGAACTTCACCAAATTTCTG
GTGGACCGCAGCGGCAAGGTGATCAAGCGCTTTGCACCGACGGACACTCCAGAG
AAGATGGAAGAGGATATCAAGAAGCTGCTGTAA

>BOGOAH_21065 Glutathione peroxidase
MSIYEYEVKTIRGESQTLESYKGDVMLIVNTATKCGFAPQFDGLEKLHQTYRDQGLA
VLGFPSSQFMNQELEEDAAIEEACKLNHGVTFPLFSKIDVNGTNAHPLYKYLTSEAPG
ALGIKAIKWNFTKFLVDRSGKVIKRFAPTDTPEKMEEDIKKLL

>BOGOAH_25850 Glutathione peroxidase
ATGTCAGTTTATGAATATCATGCAACCAATACCAAGGGGCAGGAAGTCTCGCTCGA
TCAGTATTCGGGCAAGGTCTTGATCATCGCGAATACGGCAAGCCAATGCGGCCTTA
CGCCGCAATATGGAGAGCTTCAGCAACTGTACGACCAATACGGTCAGCAAGGGCT
TCAGGTTCTTGGCTTTCCGTGCAATCAGTTTGGCGGACAGGAGCCGGGTACGAGC
GAAGAGGCCGAATCGTTCTGTCAATTGAACTATGGCGTGAACTTTCCGGTTTTCCA
GAAGATTGACGTGAATGGGGAGCAGGCGCACCCGTTATTTCAGTATCTGAAATCGG
AGCAGCCCGGACCGAATGAAGGCGGAGAGATCGCCTGGAATTTTACGAAGTTCCT
GGTGGACCGCGAAGGCAAGGTGGTTCAGCGGTTTGAGCCGAAGGAATCGCCTGA
ATCCATGAAGGGCGCCATTGAATCCCTGCTGGGTTAA

>BOGOAH_25850 Glutathione peroxidase
MSVYEYHATNTKGQEVSLDQYSGKVLIANTASQCGLTPQYGELQQLYDQYGQQGL
QVLGFPCNQFGGQEPGTSEEAESFCQLNYGVNFPVFQKIDVNGEQAHPLFQYLKSEQ
PGPNEGGEIAWNFTKFLVDREGKVVQRFEPKESPESMKGAIESLLG

>BOGOAH_19680 Bifunctional cytochrome P450/NADPH--P450 reductase
ATGACACAAACCAAGGAAGTGCCTCAGCCTAAAACCTACGGTCCGCTCGGCAATC
TGCCGCTGCTGGATTCCGCCGCTCCGGTCCAATCGCTTGTGAAGGTTGCCTCCGAG
CTCGGACCGATCTTTCAATTTCAATATCCGGGCGGACGCAAGGAACTGTACGTTTC
GGGACATGAATATGTCAAGGATGCTTGTGACGAGAAGCGGTTTGATAAACGAATCT
GGGCACCGCTGCAGAATGTCCGCCCATTCGCAGGGGATGGATTGTTTACGAGCGC
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CACGCAGGAGCCCAACTGGAAAAAAGCCCATAACATTTTGCTCTCCAGCTTCAGC
CAGCGCGCGATGCAAGGCTACCACACCAAAATGGTCGATATCGCCATGCAGCTGAT
CCAGAAATGGGCTAGGCTCAATCCGGACGAAACCGTGGACGTTCCTGACGACATG
ACGCGCTTGACGCTGGATACGATCGGCCTCTGCGGATTTAATTACCGGTTTAACAG
CTTTTACCGCGAAGACAACCATCCATTTATCGACAGCATGGTGCGGGCGCTGGATG
AGGGCATGAACCAGCTTCATCGTCTGGGCATCCAGGACATGTTTATGATTAAAAAG
AAACGGCAGTTTCAAGAGGATATCCAGTTCATGTTCTCCCTTGTGGATGAGCTCAT
CCAAGATCGCAGAAAGCACGGCGGAGAAGAAGGGGATTTGCTGGCGCATATGCTG
GAAGGCGTCGATCCCGATACAGGCGAGTCTCTTGATCATGAGAACATCCGTTACCA
GATCATCACCTTTCTGATCGCCGGACATGAGACGACAAGCGGGTTGCTGTCCTTTG
CCATTTATTATTTGATGAAAAATCCGGAAGCCTTGTTTAAGGCGGTCAGCGAAGTG
GACCGCGTACTGAAAGATCCCGTTCCGACCTATAACCAGGTGAGGGAACTCAAAT
ACGTCCGCATGGTACTCAACGAGTCGCTGCGCTTATGGCCAACGGCGCCTGCTTTC
TCCTTGTATGCAAAGGAAGATACGGCGATCGGGGGAACCTATCCCATTAAGAAAGG
GGACAGCGTGACCGTCCTGATCCCAGGGCTCCATCGGGACTCGCGGGTGTGGGGG
GACGATGCGGAAACGTTCAGACCCGAACGTTTCGAGGATCCGAGCCAGGTGCCGC
ATGACGCCTACAAACCGTTTGGTAACGGCCAACGCGCCTGCATCGGGCAGCAGTT
TGCGCTGCAGGAAGCAACCCTGGTGCTTGGTTTGGTTCTCAAATATTTCGAACTGA
TCGATAACCAGCCTTATGAGCTGAAAGTGAAGGAAACACTCACTCTGAAGCCGGA
AGGGTTCCGCATTCAGGTTCGAAGCCGTCAAGGCGGGACGGCTCTCCTGGTACCG
GGTGGCGGTCAAGTTGCTTCACTCGAATCGAAGAAGCGGGATGATGCCAAGTCCG
ATCCTTCGGCGGCATTTGCCCATCATACGCCGCTGCTCGCATTGTACGGTTCCAATC
TGGGCACGGCTGAGGGAATTGCCAGAGAGGTGGCGGATGCTGCGAAGCACCAAG
GGTTCGACAGCCAGGTGGGCACACTGGACGAATATGCAGGAAAGCTTCCGAAGG
AAGGCGTCGTAGTCATCGTTACTGCTTCGTACAACGGACAACCGCCTTCCAATGCC
AAGACTTTCATGGAATGGCTGGAGTACGCGAACGAATCCGAAATTGAGGGCGTTC
GTTACGCGGTATTCGGGTGCGGAGACCATAACTGGGCAAGCACGTATCAGCGAATT
CCCCGCTACATCGACGAGCAGCTTGCACTCAAAGGGGGACAGCGTCTGCTCCAGC
GCGGCGAAAGTGATGCAAGCGGCGATTTTGAGCGGGAAGTCGATGAGTGGACGG
AGCATTTATGGCCGGATTTGATGCAAGCACTCGGATTGCCGGTTACGGCGGTCCAT
GGACTGAAACGCAGCGCCTTGTCCGTTCGGTTCGTCCAGGGTGCGGCCGCCGTTC
CGTTGGCGGAAACCTACCGTGCCGTGACGGGGCGTATCGTGCTTAGCCGCAATCTG
CAGCATGAGGGCAGCGGAAGGATCACGCAGCATATCGAAATCTCGCTCCCGCCGG
AAACGGAATACCTCGAAGGCGATCATCTGGGAGTGCTTCCGGTCAATCCAAAGAC
ACTGGTTCAGCGAGTACTTCGAAGATTCAAACTGAACGCGGGCTCCCATCTCATAT
TGTCTGCAGAAGGAAGAAGCGGCGCGCATTTGCCGACCGGCATCCCCGTCCGACT
CGACGATCTGCTGTCCCGCAGCGTCGAACTGCAGGAACCGGCTACAAGGGCGCAG
ATACGGGAAATGGCCGCTAGCACGGTATGTCCGCCGCATGCCAAAGAGCTCCAAG
AACTGATAGAGGAAGCGAGCTATCAGGCCGAAGTTCGGGCCAAACGGATCACCAT
GCTCGACCTGCTGGAGCGGTATGAAGCCTGCGAGCTGCCGTTTGAACGGTTTCTT
GAGCTTCTGCCGCCATTGAAGCCGAGATATTATTCGATATCCAGCTCACCGAAGGTT
AGCCGGAATACGGCAAGCATCACGGGGAGCGTCGTTCGAGACCGGGCATGGAGC
GGCAAGGGAGAATATCGGGGCATTGCTTCGAACTATTTGGCCGAATTGGAAACGG
GCGCGGAGGTCTTGATGTTTATACGCTCTCCCGAGTCGGGTTTTGCGCTGCCGAAG
GATCCGGCTACGCCCATGATCATGATCGGACCAGGCACGGGCGTTGCACCGTTCAG
GGGATTTATCCAAGCGAGACAAGCGCTTCGGGAGGCAGGTCAAGAGCTGGGTGCC
GCGCATCTGTACTTCGGCTGCCGGAATCCGGAGCAGGACTTCCTGTATCGCGAGGA
GTTTGAGCGGGCAGAGCAGGAGGGGCTTGTCACGTTGCATACGGCTTTCTCGAGG
GTAAGCGGAGCGGAGAAATGCTATGTTCAGCATTTGATGAAACAAGACGGAATGT
TATTGCTGTCGCTGCTTGAGGGCGGAGCGCAAATGTACATTTGCGGCGACGGCTCC
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CGGATGGCTCCGGAGGTGGAACGAACGCTGATTCGTTCCTATCAGGAGCGTCATG
GCGTGAATGCTGAAGATGCTGCTGCCTGGCTGTCGGGTTTGGAGTCGTCAGGACA
ATATGTAAAAGACGTCTGGGCTGGTTGA

>BOGOAH 19680 Bifunctional cytochrome P450/NADPH--P450 reductase
MTQTKEVPQPKTYGPLGNLPLLDSAAPVQSLVKVASELGPIFQFQYPGGRKELYVSGH
EYVKDACDEKRFDKRIWAPLQNVRPFAGDGLFTSATQEPNWKKAHNILLSSFSQRAM
QGYHTKMVDIAMQLIQKWARLNPDETVDVPDDMTRLTLDTIGLCGFNYRFNSFYRE
DNHPFIDSMVRALDEGMNQLHRLGIQDMFMIKKKRQFQEDIQFMFSLVDELIQDRRK
HGGEEGDLLAHMLEGVDPDTGESLDHENIRY QIITFLIAGHETTSGLLSFAIYYLMKNP
EALFKAVSEVDRVLKDPVPTYNQVRELKYVRMVLNESLRLWPTAPAFSLYAKEDTAIG
GTYPIKKGDSVTVLIPGLHRDSRVWGDDAETFRPERFEDPSQVPHDAYKPFGNGQRA
CIGQQFALQEATLVLGLVLKYFELIDNQPYELKVKETLTLKPEGFRIQVRSRQGGTALL
VPGGGQVASLESKKRDDAKSDPSAAFAHHTPLLALYGSNLGTAEGIAREVADAAKHQ
GFDSQVGTLDEYAGKLPKEGVVVIVTASYNGQPPSNAKTFMEWLEYANESEIEGVRY
AVFGCGDHNWASTYQRIPRYIDEQLALKGGQRLLQRGESDASGDFEREVDEWTEHL
WPDLMQALGLPVTAVHGLKRSALSVRFVQGAAAVPLAETYRAVTGRIVLSRNLQHE
GSGRITQHIEISLPPETEYLEGDHLGVLPVNPKTLVQRVLRRFKLNAGSHLILSAEGRSG
AHLPTGIPVRLDDLLSRSVELQEPATRAQIREMAASTVCPPHAKELQELIEEASYQAEV
RAKRITMLDLLERYEACELPFERFLELLPPLKPRYYSISSSPKVSRNTASITGSVVRDRA
WSGKGEYRGIASNYLAELETGAEVLMFIRSPESGFALPKDPATPMIMIGPGTGVAPFRG
FIQARQALREAGQELGAAHLYFGCRNPEQDFLYREEFERAEQEGLVTLHTAFSRVSGA
EKCYVQHLMKQDGMLLLSLLEGGAQMYICGDGSRMAPEVERTLIRSYQERHGVNAE
DAAAWLSGLESSGQYVKDVWAG

>BOGOAH_20555 Putative ring-cleaving dioxygenase MhqA
ATGAACGGATTAAAAGGAATTCACCACGTAACAGCCATTACGAGCAGTGCCGAGA
AGAACTACGAGTTCTTCACCTATGTGCTGGGCATGCGGCTCGTTAAGAAGACGGTT
AACCAGGACGATATTCAGACCTACCACCTGTTCTTTGCGGATGACAAGGGCAGTGC
AGGCACGGATATGACCTTCTTCGACTTCCCGGGTATTCCGAAGGGCAGACACGGTA
CGGACGAGATCTACAAAACCTCGTTCCGTGTTCCTAACGATGCAGCGCTGGACTAT
TGGGTCAAGCGATTTGATCGGATGGACGTGAAGCATCAAGGCATTCAAGAGTTATT
CGGCAAAAAGACACTCGCTTTTGTTGATTTCGACGATCAGCAATATCAACTCATCT
CCGACGAGAACAATGAAGGCGTGGCTTCGGGAACGCCTTGGCAGAAGGGGCCGA
TTCCCTTGGAGCATGCGATTACAGGACTTGGCCCGGTCTTTGTGCGGGTGTCCAAT
TTCGATCATTTCAAAGAAGTGATGGAGAAGGTGCTTCAGTTTAAGGAAATCGGCA
AGGAAGGCTCGCTTCATCTGTTTGAGGTAGGTGAAGGCGGCAATGGCGCGCAGGT
CGTTGTCGAGTACAACGCCGTGCTCCCGCGGGCCCAGCAGGGCTTCGGTACCGTT
CACCACGCGGCCTTCCGGGTAGAGGACCGTTCGGTGCTGGAGCACTGGATCAAGC
GTCTGGACGACTTCCAATTCCATACGTCGGGCTTTGTCGACCGCTATTTCTTCCAGT
CCCTGTACGCACGCGTCGCGCCGCAGATTCTGTTCGAGTTTGCCACCGACGGTCCG
GGCTTCATGGGGGATGAGCCGTATGAAACGCTGGGCGAAAAATTGTCCCTGCCTC
CATTCCTGGAGCCGAAGCGCGAGCAGATCGAGAGCATGGTTCGCCCGATTGATAC
GGTGCGCAGCACGAAGGAATTCGTCAAGGAATGA

>BOGOAH_20555 Putative ring-cleaving dioxygenase MhgqA
MNGLKGIHHVTAITSSAEKNYEFFTYVLGMRLVKKTVNQDDIQTYHLFFADDKGSAG
TDMTFFDFPGIPKGRHGTDEIYKTSFRVPNDAALDYWVKRFDRMDVKHQGIQELFGK
KTLAFVDFDDQQYQLISDENNEGVASGTPWQKGPIPLEHAITGLGPVFVRVSNFDHFK
EVMEKVLQFKEIGKEGSLHLFEVGEGGNGAQVVVEYNAVLPRAQQGFGTVHHAAFR
VEDRSVLEHWIKRLDDFQFHTSGFVDRYFFQSLYARVAPQILFEFATDGPGFMGDEPYE
TLGEKLSLPPFLEPKREQIESMVRPIDTVRSTKEFVKE
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>BOGOAH_ 30770 Putative ring-cleaving dioxygenase MhgqA
ATGAAGTTTAAAGGAATTCATCACGTATCCGCGTTAACGGCTGCGGCTTCGCGGAA
CTTCGAATTTTATACAAAGGTTCTGGGCATGCGATTGGTCAAGAAAACGGTGAACC
AGGACGATGTGTCGGTGTACCATCTGTTTTACGGCGATGAAAAAGGAAATCCCGGC
ACGGAGCTTACCTTCTTCGAAATTCCGATGGCCGGCCGGACCCGTGAGGGAAACA
ACAGCATTTCGGCGACATCCCTGCGCGTGCCCAACGACCGCGCCTTGGAATATTGG
ACCCGGCGGCTGGACGAGCACGGCGTAGAACGCGAGGAGATCAAGGAACGTGCG
GGCCGATTGACCCTTCTCTTCAGGGATTTCGAGGGCCAGCGCATCATTCTCGTTTC
GGATGAACATAACGAGGGAGTTCCAGGCGGCGTTCCATGGGAAAAGGGGCCGGTT
CCGGCGGAATACGCTATCATCGGATTAGGCCCGGTGCAGCTGACCGTGCCTAATCC
AGTGCAGACCGTGAAGGTATTGACGGAGCTGATGGGCTTCCGCTACAAAGGGCAC
TATGCTTCGCCAGTAGACGGGCAGCCGGATATCCTGGTCTTTGAGACGGGAGAAG
GCGGTACGGGAGCGGAAGTGCATGTGGAGGAACGAACGGATCTTCCGCAGGAGC
GTCTTGGCCGCGGCGGCGTTCATCACGTTGCATTCCGCGTCGAGGACGAGGAAGA
GCTTCGGTCCTGGATTGACCGGATCGGCGATGTGGGCTTTTCGAATTCGGGATTTG
TTGATCGCTTCTACTTCCGTTCCTTGTATTTCCGGGAGCCTAACGGTATTTTGTTCGA
GGTAGCTACCGACGGTCCGGGCTTTGACACGGATGAGCATATCGACCATCTCGGCG
AGTCCCTTGCGCTGCCGCCGTTTCTGGAGCCGAAGCGGGAACAGATCGAAGCCAA
CCTGAAGCCTCTCCATACGATGCAATGA

>BOGOAH_30770 Putative ring-cleaving dioxygenase MhqA
MKFKGIHHVSALTAAASRNFEFYTKVLGMRLVKKTVNQDDVSVYHLFYGDEKGNPG
TELTFFEIPMAGRTREGNNSISATSLRVPNDRALEYWTRRLDEHGVEREEIKERAGRLT
LLFRDFEGQRIILVSDEHNEGVPGGVPWEKGPVPAEYAIIGLGPVQLTVPNPVQTVKVL
TELMGFRYKGHYASPVDGQPDILVFETGEGGTGAEVHVEERTDLPQERLGRGGVHHV
AFRVEDEEELRSWIDRIGDVGFSNSGFVDRFYFRSLYFREPNGILFEVATDGPGFDTDE
HIDHLGESLALPPFLEPKREQIEANLKPLHTMQ
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>BOGOAH_30770 Putative ring-cleaving dioxygenase MhqA
MKFKGIHHVSALTAAASRNFEFYTKVLGMRLVKKTVNQDDVSVYHLFYGDEKGNPG
TELTFFEIPMAGRTREGNNSISATSLRVPNDRALEYWTRRLDEHGVEREEIKERAGRLT
LLFRDFEGQRIILVSDEHNEGVPGGVPWEKGPVPAEYAIIGLGPVQLTVPNPVQTVKVL
TELMGFRYKGHYASPVDGQPDILVFETGEGGTGAEVHVEERTDLPQERLGRGGVHHV
AFRVEDEEELRSWIDRIGDVGFSNSGFVDRFYFRSLYFREPNGILFEVATDGPGFDTDE
HIDHLGESLALPPFLEPKREQIEANLKPLHTMQ
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APENDICE D -SEQUENCIAS DAS PROTEINAS DE FUSAO

Este apéndice apresenta as proteinas de fusdo expressas neste trabalho (Secdes 4.3 e 4.4
do Capitulo 2), constituidas pela regido N-terminal codificada pelo vetor pET-28a(+), que
contém a cauda de histidinas (His-tag), fusionada as sequéncias proteicas de interesse. O
fragmento N-terminal derivado do vetor estd destacado em amarelo, enquanto a His-tag

encontra-se sublinhada.

PIGPx1

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMMSIYEYEVKTIRGESQTLESYKGDVMLIVNTATKCG
FAPQFDGLEKLHQTYRDQGLAVLGFPSSQFMNQELEEDAAIEEACKLNHGVTFPLFSK
IDVNGTNAHPLYKYLTSEAPGALGIKAIKWNFTKFLVDRSGKVIKRFAPTDTPEKMEE
DIKKLL

PIGPx2

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMMSVYEYHATNTKGQEVSLDQYSGKVLIIANTASQC
GLTPQYGELQQLYDQYGQQGLQVLGFPCNQFGGQEPGTSEEAESFCQLNYGVNFPVF
QKIDVNGEQAHPLFQYLKSEQPGPNEGGEIAWNFTKFLVDREGKVVQRFEPKESPES
MKGAIESLLG

BeGPx

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMMTVYDFSAKTITGEEKSLKDYKGKALLIVNVASKC
GFTPQYKGLQEVYDKYKDQGLEILGFPCNQFGGQEPGTEADITSFCELNYGVNFPMF
AKVDVKGDKAHPLYTYMTEQAPGLLGMKAVKWNFTKFLIGKDGKVVGRFAPQTKP
VDLEVEIEKVLGE

PICYPI102

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMTQTKEVPQPKTYGPLGNLPLLDSAAPVQSLVKVASE
LGPIFQFQYPGGRKELYVSGHEY VKDACDEKRFDKRIWAPLQNVRPFAGDGLFTSAT
QEPNWKKAHNILLSSFSQRAMQGYHTKMVDIAMQLIQKWARLNPDETVDVPDDMT
RLTLDTIGLCGFNYRFNSFYREDNHPFIDSMVRALDEGMNQLHRLGIQDMFMIKKKR
QFQEDIQFMFSLVDELIQDRRKHGGEEGDLLAHMLEGVDPDTGESLDHENIRYQIITFL
TAGHETTSGLLSFAIYYLMKNPEALFKAVSEVDRVLKDPVPTYNQVRELKYVRMVLN
ESLRLWPTAPAFSLYAKEDTAIGGTYPIKKGDSVTVLIPGLHRDSRVWGDDAETFRPER
FEDPSQVPHDAYKPFGNGQRACIGQQFALQEATLVLGLVLKYFELIDNQPYELKVKET
LTLKPEGFRIQVRSRQGGTALLVPGGGQVASLESKKRDDAKSDPSAAFAHHTPLLALY
GSNLGTAEGIAREVADAAKHQGFDSQVGTLDEYAGKLPKEGVVVIVTASYNGQPPSN
AKTFMEWLEYANESEIEGVRYAVFGCGDHNWASTYQRIPRYIDEQLALKGGQRLLQR
GESDASGDFEREVDEWTEHLWPDLMQALGLPVTAVHGLKRSALSVRFVQGAAAVPL
AETYRAVTGRIVLSRNLQHEGSGRITQHIEISLPPETEYLEGDHLGVLPVNPKTLVQRV
LRRFKLNAGSHLILSAEGRSGAHLPTGIPVRLDDLLSRSVELQEPATRAQIREMAASTV
CPPHAKELQELIEEASYQAEVRAKRITMLDLLERYEACELPFERFLELLPPLKPRYY SIS
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SSPKVSRNTASITGSVVRDRAWSGKGEYRGIASNYLAELETGAEVLMFIRSPESGFALP
KDPATPMIMIGPGTGVAPFRGFIQARQALREAGQELGAAHLYFGCRNPEQDFLYREEF
ERAEQEGLVTLHTAFSRVSGAEKCYVQHLMKQDGMLLLSLLEGGAQMYICGDGSRM
APEVERTLIRSYQERHGVNAEDAAAWLSGLESSGQYVKDVWAG
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