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RESUMO

O polietileno é o polimero sintético mais largamente produzido e utilizado, de modo que sua
producdo mundial corresponde a aproximadamente 50 milhdes de toneladas/ano, mais de um tergo
da producdo total de polimeros sintéticos. Essa elevada producdo € justificada pela alta
versatilidade, resisténcia e durabilidade desses materiais, caracteristicas promissoras para atender a
alta demanda da sociedade. No entanto, essas aparentes qualidades consistem em uma dualidade de
proporgdes catastroficas, visto que esses materiais, resistentes e duraveis, levam cerca de 100 a 500
anos para se decompor em ambientes naturais. Diante desse panorama, a sociedade enfrenta
crescentes problemas consequentes da poluicdo gerada pela ineficiéncia das atuais técnicas de
gestdo desses materiais ap0s seu descarte.

Nesse contexto, a biodegradacdo emerge como alternativa sustentavel, pois consiste na
mineralizacdo desses materiais mediante submissdo ao metabolismo microbiano. Empregando-se
técnicas de cultivo, embasadas na utilizacdo de diferentes meios restritivos, foi possivel isolar 647
microorganismos a partir de debris plasticos descartados em ambientes naturais. Esses isolados
foram pré-selecionados com base em suas capacidades de degradar 6leo mineral, alcano assimilavel
quimicamente semelhante ao polietileno. Os microorganismos que apresentaram esse fenétipo
foram submetidos a culturas contendo o polietileno como Unica fonte de carbono. A fim de detectar
indiretamente a ocorréncia de biodegradacdo desse polimero, mensurou-se a viabilidade celular
apos diferentes periodos de cultivo.

A atividade metabolica foi estimada por meio da quantificacdo do RNA total apds o cultivo,
além da visualizacdo de microorganismos aderidos ao polietileno previamente corados com 0s
fluor6foros SYTO9® e iodeto de propidio, repdrteres de viabilidade celular. Ao todo, trés diferentes
géneros de bactérias, Comamonas sp., Deftia sp. e Stenotrophomonas sp., compreendem 0s nove
isolados que se apresentaram como potenciais biodegradadores de polietileno. Em virtude dos
resultados encontrados, depreende-se que o presente estudo contribuira a longo prazo para fornecer

um manejo adequado, sustentavel e lucrativo a esses materiais pds-consumo.



Palavras-chave: biodegradacao, polietileno, plasticos, Comamonas, Stenotrophomonas



ABSTRACT

Polyethylene is the most consumed synthetic polymer with a current global prodution of 50
million tons per year. This significant production is due to it’s versatility, resistance and durability,
promising features in relation to the increasing demand for polyethylene materials. However, these
qualities imply an increasing ecological threat to natural environments, since they take from 100 to
500 years to deteriorate under environmental conditions. Consequently, all living organisms
increasingly face the severe impact of disposed plastic materials accumulated all over the world.

In this context, biodegradation rises as a sustainable alternative to manage these residues,
proposing the submittion of these materials to mineralization by microbial metabolisms. By using
different cultivation techniques, including cultivation under restrictive conditions, it was possible to
isolate 647 microorganisms from plastic debris disposed on natural environments. These isolates
were pre-selected based on their capabilities of degrading mineral oil, a relatively short-chain
alkane chemically similar to polyethylene. The microorganisms presenting that phenotype were
cultivated in restrictive culture medium containing a polyethylene film as the sole carbon source. In
order to indirectly detect the polymer degradation, microbial viability was assessed through
different periods of cultivation.

In addition, metabolic activity was estimated through total RNA quantification, and the cells
adhered to the films were visualized by fluorescence microscopy after staining following a
fluorescence-based assay for bacterial viability. As a result, three novel bacterial genera,
Comamonas sp., Delftia sp. and Stenotrophomonas sp., comprising nine different isolates, were
shown to biodegrade polyethylene. Due to these findings, the present study will contribute to a

future appropriate, sustainable and profitable management of the post-consume plastic materials.

Key words: biodegradation, polyethylene, plastics, Comamonas, Stenotrophomonas.



1. INTRODUCAO
1.1 EVOLUGAO HISTORICA DO DESENVOLVIMENTO DOS POLIMEROS SINTETICOS

Os avangos tecnoldgicos sofridos pela sociedade nas Ultimas décadas impulsionaram o
desenvolvimento de materiais versateis, eficientes e de alta durabilidade, que fossem capazes de dar
suporte ao intenso crescimento industrial de escala global. Diante desse panorama surgiram 0S
plasticos, polimeros sintéticos de cadeias longas e alta massa molecular cujas propriedades fisico-
quimicas os tornam particularmente promissores para atender a essa demanda. Plasticos sdo
produzidos a partir de derivados do petréleo, compostos principalmente por hidrocarbonetos, além
de conter aditivos como os corantes e anti-oxidantes responsaveis pelo aumento de sua resisténcia a
degradacéo, de modo a aumentar sua durabilidade (Siddiqui & Redhwi, 2009).

Os primeiros polimeros utilizados foram materiais naturais, como o amido, algodé&o,
proteinas, madeira e borracha (Sperling, 2006). Em meados do século X1X, polimeros modificados
comecaram a ser desenvolvidos a partir de macromoléculas naturais, apresentando as mais diversas
aplicacbes comerciais. O primeiro polimero sintetizado foi a resina Parkesina, em 1860,
considerada o primeiro material plastico, produzido através da modificacdo do nitrato de celulose.
No entanto, a parkesina, assim nomeada em referéncia ao seu inventor inglés Alexander Parkes, ndo
constituiu um material comercialmente viavel por ser altamente inflamavel além de apresentar alto
custo de fabricagdo. Nove anos apds a descoberta de Parkes, o tipografo americano John Wesley
Hyatt, através de seus experimentos com a parkesina, desenvolveu a celul6ide, material substituinte
do marfim gerado a partir do nitrato de celulose com adicao de piroxilina, canfora, &lcool, polpa de
papel e serragem. A celuldide foi o primeiro plastico artificial comercialmente viavel: uma versao
sOlida e estavel da nitrocelulose, muito utilizado inclusive em proteses dentarias. Em 1898, o
polietileno foi descoberto acidentalmente durante o aquecimento do diazometano, mas sé passou a
ser produzido industrialmente em 1933, com a submissdo do etileno a altas condi¢des de pressao e
temperatura, e com o0 aprimoramento das tecnologias de polimerizacdo de compostos (Lopes, 2007).

A primeira metade do século vinte sediou um grande avanco na ciéncia dos polimeros,
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iniciado pela primeira producdo industrial em larga escala de uma resina sintética por Leo
Baekeland, a bakelite, seguida pelo desenvolvimento e inicio da producdo industrial de varios
materiais poliméricos modernos, incluindo o poli(cloreto de vinila) (PVC), poli(cloreto de acetila)
(PVA), poli(metacrilato de metila) (PMMA), poliestireno (PS), polietileno de alta e baixa densidade
(PEAD e PEBD), poli(cloreto de vinilideno) (PVDC), poliamida (Nylon), poliuretano (PU),
poli(tetrafitor-etileno) (Teflon), poli(tereftalato de etileno) (PET), além das técnicas de moldagem
dos plésticos, que viabilizaram o uso destes para as mais diversas finalidades (Lopes, 2007).

Essas notaveis descobertas estabeleceram o uso de materiais plasticos como novas diretrizes
para a industria, agricultura e sociedade, principalmente devido ao baixo custo e grande estabilidade
e versatilidade destes. Porém, o estudo, a sintese e 0 manejo desses polimeros s6 foram possiveis
gracas as pesquisas do quimico alemdo Hermann Staudinger, em 1920. Staudinger publicou um
artigo, "Uber Polymerisation”, propondo que os materiais poliméricos seriam longas cadeias
moleculares compostas por unidades repetitivas unidas por ligacdes covalentes. Suas teorias ndo
foram bem aceitas inicialmente porque refutavam o que até entdo se acreditava: plasticos eram
constituidos por anéis de moléculas ligados entre si. O entdo novo conceito “macromoléculas”,
utilizado pelo quimico em 1922, abrangia 0s polimeros naturais e sintéticos, colocando-os como
chave para uma nova gama de aplica¢fes inovadoras. Com seus estudos no campo das ciéncias dos
polimeros, Staudinger ganhou o premio Nobel da Quimica em 1953. Atualmente, as arquiteturas
moleculares de polimeros sintéticos e biopolimeros sdo adaptadas com alta precisdo para atender as
demandas da tecnologia moderna (Em: <Awww.portal.acs.org/portal/acs/corg/content>. Acesso em:
20 de janeiro de 2012).

Na segunda metade do século vinte, as técnicas foram otimizadas e alguns outros polimeros
sintéticos puderam ser desenvolvidos. Entre eles estdo o polipropileno (PP), policarbonato (PC),
copolimero de etileno e acetato de vinila (EVA), além dos plasticos biodegradaveis que foram
desenvolvidos em decorréncia do aumento do prego do petrdleo, a exemplo do poli(hidroxiburirato)

(PHB), poli(hidroxialcanoatos) (PHA), poliacetileno (PA), polianilina (PAni), poli(acido latico)
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(PLA) (Léa Lopes, 2007).

Além da significativa variedade de exemplares de plasticos desenvolvidos, inimeras

aplicacdes podem ser denotadas a estes, tornando-os plenamente inseridos no cotidiano popular. A

Tabela 1 relata aplicacBes referentes a alguns dos plasticos mais comumente utilizados na

atualidade.

Tabela 1. Aplicagdes dos polimeros sintéticos”
Plastico

Polietileno
Poliestireno

Poliuretano

Cloreto de polivinila

Polipropileno

Polietileno tereftalato
Nylon

Policarbonato

Politetrafluoretileno (teflon)
" Adaptado de Vona et al., 1965

Aplicagdo

Sacolas plasticas, garrafas de dgua, embalagens
de alimento, brinquedos, canos de irrigacdo e
drenagem, garrafas de 6leo para motor

Copos descartaveis, materiais para laboratorio,
produtos eletrdnicos

Pneus, vedacOes, para-choques, isolamento de
geladeiras, esponjas, colchdes, coletes salva-
vidas

Cobertura de assentos de automoveis, cortinas
para chuveiros, capas de chuva, solas de sapato,
estufas, canos e cabos de eletricidade

Tampas de garrafas, canudos para bebidas,
embalagens de medicamentos, assentos de carro,
baterias de carro, seringas descartaveis

Garrafas de refrigerantes, fibra téxtil

Limpadores de péara-brisas, capacetes, tintas,
tecidos

Farois de carros, mamadeiras, utensilios para
cozinha, tetos de estufas, aquecimentos solares

Lentes de oculos, panelas

1.2 CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS SINTETICOS

A estrutura, morfologia e propriedades fisicas, quimicas e mecanicas de polimeros sao

fundamentais para o entendimento da sintese e da degradacdo dos plasticos, bem como para o

entendimento de suas dificuldades e motivagdes.

A configuracdo dos atomos ao longo da cadeia polimérica, distribuicdo espacial destes e a



massa molecular sdo aspectos chaves da estrutura de polimeros. A estrutura quimica dessas

macromoléculas pode ser composta por repeticdes de um Unico componente quimico ligadas

covalentemente, formando um arcabou¢o homogéneo, os homopolimeros, ou por diferentes

unidades monomericas covalentemente unidas, compondo um mosaico molecular, os copolimeros.

As unidades monoméricas dos copolimeros podem estar dispostas de forma aleatoria, sem que haja

uma ordenacéo predefinida, ou de forma alternada, na qual os componentes se estruturam de modo

determinado e recorrente (Muller, 2003; Sperling, 2006). As Figuras 1 e 2 apresentam algumas das

estruturas quimicas dos mais usuais plasticos petroquimicos e biodegradaveis, respectivamente.

PE

PVC

PP

PS

PETE

PU

|
(—CHZ—CHZ— o—c—@c—og
n
0

I

I
(—R—O—C— NH—R,—NH—C— Oa

n

Figura 1. Estruturas de plésticos petroquimicos convencionais (D. L. Pavia et al., 1988). Polietileno

(PE), Policloreto de vinila (PVVC), Polipropileno (PP), Poliestireno (PS), Polietileno tereftalato

(PET), Poliuretano (PU).
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Figura 2. Estrutura quimica do Poli(acido latico) (PLA), Poli(3-hidroxibutirato) (PHB),
Poli(propriolactona) (PPL), Poli(e-caprolactona)(PCL), Poli(etileno succinato) (PES), Poli(butileno
succinato) (PBS), Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBYV) and Poli(ester carbonato)

(PEC) (Tokiwa & Calabia, 2004).

Grande parte das propriedades dos polimeros sintéticos estd relacionada a alta massa
molecular desses materiais. A massa molecular minima que caracteriza uma molécula polimérica é
de 25000 g/mol. Variagbes de massa molecular dentre os polimeros resultam nos diferentes
materiais, com as mais diversas propriedades. Uma propriedade fisico-quimica intimamente
relacionada a massa molecular é a viscosidade. Assim, pode-se estabelecer que um material torna-se
mais viscoso, conforme eleva-se 0 a massa molecular de seu polimero constituinte. De modo
semelhante, o ponto de fusdo (Figura 3) e a forca de tensdo, isto €, o estresse causado na quebra

decorrente da elongacdo do material, se tornam maior conforme a massa molecular aumenta. Os



alcanos, foco do presente trabalho, possuem a estrutura geral H-(CH2)n-H, de modo que n pode

chegar a milhares de unidades. Os primeiros membros da série dos alcanos (n<5) possuem baixa

massa molecular e, conseqlientemente, baixa viscosidade, sendo portanto gases a temperatura

ambiente. A Tabela 2 relaciona o numero de carbonos da cadeia principal ao estado e as

propriedades do material, atribuindo aplicacdes a cada um deles (Sperling, 2006).

Tabela 2. Propriedades das série de alcanos/polietilenos”

NUmero de Carbonos
na Cadeia

1-4

5-11

9-16

16-25

25-50

50-1000

1000-5000

3-6 x 10°

“Adaptado de Sperling, 2006

Melting Temperature

Estado e Propriedades do
Material

Gas simples

Liquido simples

Liquido de média viscosidade
Liquido de alta viscosidade
Sélido cristalino

Solido semi-cristalino
Plastico sélido rigido

Fibras

Molecular Weight

Aplicacdes

Gas de cozinha

Gasolina

Querosene

Oleo e Gordura

Cera de parafina de velas
Adesivos de caixas de leite
Embalagens de polietileno
Luvas cirurgicas

Figura 3. Relagdo entre massa molecular e ponto de fuséo para a série dos alcanos. O valor da

assintota tedrica é de aproximadamente 145°C para pesos moleculares infinitos. (Sperling, 2006).

Além da massa molecular, a estrutura, a compactagdo e a composi¢do quimica dessas

macromoléculas também dao origem aos diferentes materiais, com as mais diversas propriedades
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mecénicas e fisico-quimicas. A morfologia dos polimeros descreve a organizacdo das moléculas
constituintes desse material em varios niveis dimensionais, de espacos interatdbmicos a medidas
macroscopicas (Bassett, 1981). No nivel morfoldgico, a cadeia principal e sua conformacéo, além
da configuragdo atémica das cadeias laterais, modulam e definem a estruturacéo final do polimero.
Estudos indicam que a morfologia das moléculas poliméricas esta intimamente relacionada as
propriedades mecéanicas do material, dado que elas refletem caracteristicas macroscopicas
consequentes da natureza fisico-quimica do polimero. Uma importante caracteristica fisico-quimica,
que interfere tanto na morfologia como nas propriedades mecénicas de um material, € o grau de
cristalizagdo da entidade em questdo (Meinel & Peterlin, 1970; Meinel & Peterlin, 1971a; Meinel &
Peterlin, 1971b). Varios polimeros assumem uma conformacéo cristalizada, e o tamanho, o formato
e a organizagdo dessas estruturas altamente ordenadas dependem do processo de cristalizagdo e
interferem diretamente na estruturacdo final da molécula. A fim de exemplificar essa estreita relacéo
entre a natureza fisico-quimica molecular e as propriedades mecéanicas cita-se a resisténcia a quebra
do polietileno, alcano contendo entre 1000 e 3000 atomos de carbono na cadeia principal, quando
comparado as ceras ou parafinas, alcanos de aproximadamente 20 a 25 atomos de carbono na cadeia
principal. Essa resisténcia esta relacionada ao longo esqueleto carbonico do polietileno, que é capaz
de agrupar diferentes segmentos de cadeia através de dobramentos da mesma, formando lamelas.
Esse agrupamento gera regides de alta cristalizagdo que promovem coeses fortes o suficiente para
a formacéo de ligagdes covalentes tanto dentro de uma lamela como entre lamelas adjacentes. Em
contraste, as curtas cadeias das ceras interagem exclusivamente por interag0es fracas de van der
Waals, sendo, portanto, completamente cristalizadas em funcdo da auséncia de por¢fes amorfas que
proporcionam flexibilidade ao material. Desse modo, € possivel concluir que, apesar das diferencas
quimicas existentes entre os alcanos, 0 maior contraste entre eles estd expresso em seus
comportamentos mecanicos (Basset, 1981; Sperling, 2006). A Figura 4 ilustra algumas das
diferengas morfoldgicas mais evidentes entre as ceras e o polietileno, incluindo representacdes de

dobramentos da longa cadeia do polietileno, por¢des amorfas e a formagdo das lamelas, regides
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altamente cristalizadas (Sperling, 2006).
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Figura 4. Comparacdo entre as estruturas e morfologias da cera e do polietileno, incluindo a
representacdo da cristaliza¢do e da compactacao da molécula, evidenciando os dobramentos de

cadeia, lamelas e por¢cbes amorfas. (Sperling, 2006).

A cristalizacdo de pequenas moléculas é considerada uma transicdo de primeira ordem, da
fase liquida para a solida, gerando uma configuracdo organizada a partir de um estado de desordem
inicial. Contudo, os materiais plasticos poliméricos, apesar de serem solidos e possuirem segmentos
cristalizados ao longo de sua estrutura, possuem inumeras regides amorfas e frouxas, altamente
desordenadas. Desse modo, as transicdes de fase em polimeros amorfos e semicristalinos séo de
segunda ordem, mais especificamente transicdo vitrea-elastomérica, onde o plastico semicristalino
sai de um estado desorganizado rigido para um com maior mobilidade. Esse comportamento

viscoelastico é importante para a compreensdo da elasticidade dos plasticos, outra uma importante
11



propriedade mecanica desses materiais. No entanto, alguns polimeros sdo amorfos, justamente pela
irregularidade apresentada por suas cadeias, 0 que desfavorece o arranjo da molécula em cristais.
Posteriormente, descrever-se-a a intima relacdo dessas caracteristicas fisico-quimicas com a

biodegradabilidade desses polimeros.

1.3 SINTESE E CATEGORIAS DE POLIMEROS SINTETICOS

A polimerizagdo é o processo fundamental para a sintese de um polimero e pode ter como
mecanismos as reacdes de adi¢do e de condensacdo. O primeiro deles € baseado na quebra da dupla
ligacdo da olefina, denominacdo dada aos alcenos devido a propriedade do eteno em produzir
compostos liquidos oleosos. Essa quebra é gerada pela polimerizacdo da molécula, de modo a
formar as novas ligagcdes carbono-carbono que compdem o esqueleto polimérico através da reagdo
de adicdo. Esse processo é utilizado na formagdo de poliolefinas, tais como o polietileno e
polipropileno. O segundo processo € caracterizado pela reacdo de condensacdo, tendo a agua como
grupo de saida. A reacdo de condensacdo ocorre entre um acido carboxilico e um alcool ou amina,
originando o poliéster, a poliamida ou o poliuretano (Zheng et al., 2005).

Os plasticos podem ser categorizados em termoplasticos, que sdo produtos da reacdo de
polimerizacdo por adi¢éo, ou plasticos termofixos, advindos da reagdo de condensacao (Alauddin et
al.,1995). Os termoplasticos podem ser repetidamente aquecidos e resfriados, variando entre
estados mais flexiveis e maledveis, ou estados mais enrijecidos e estruturalmente bem definidos.
Isto € possivel porque as cadeias moleculares desses materiais interagem por forcas de van der
Waals ou por ligacBes de hidrogénio, que se tornam instaveis com a acdo do calor. Os
termoplasticos sdo compostos por longas cadeias carbdnicas, 0 que os torna resistentes a degradagédo
e a quebra hidrolitica de suas ligagbes quimicas e, conseqlientemente, sdo considerados n&o-
biodegradaveis. Dentre os principais e mais corriqueiros termoplasticos estdo o polietileno de baixa
densidade, polietileno de alta densidade, poli(cloreto de vinila), polipropileno e poliestireno. Estes

sdo largamente utilizados para confec¢do de embalagens, garrafas e filmes plésticos (Zengh et al.,
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2005). Plasticos termofixos, como o poliéster e o poliuretano, sdo sintetizados através da reacdo de
condensacdo, e sdo irreversivelmente resfriados apds seu derretimento em funcéo da submissdo ao
calor. Contrariamente a estrutura linear dos termoplasticos, os plasticos termofixos possuem varias
ligacbes cruzadas e sua cadeia principal é formada por heterodtomos (Alauddin et al., 1995),
tornando a molécula susceptivel a degradacdo mediante a hidrolise de suas ligacOes éster ou amida
(Mdiller et al., 2001). Dessa maneira, a viscosidade dos polimeros termofixos ndo é alterada através
do tratamento com o calor, pois, dada a sua estrutura em rede com diversas ligacOes cruzadas,
ocorre a predominancia de ligagdes covalentes, muito mais estaveis, que sdo cruciais para a

caracterizagdo da molécula.

1.4 DESCARTE E MANEJO DOS PLASTICOS POS-CONSUMO

Aproximadamente 260 milhdes de toneladas de polimeros sintéticos s&o mundialmente
utilizadas por ano, de modo que 8% da producdo mundial de olefinas é destinada a suprir essa
demanda (Thompson et al., 2009). O Brasil é responsavel por mais de dois milhdes de toneladas
desse contingente (fonte: Plastivida). Esses materiais sdo extremamente estaveis e inertes, visto que
ndo entram com facilidade nos ciclos biogeoguimicos (Shimao, 2001). O apogeu biotecnoldgico,
estabelecido a partir do século XX por esses materiais inovadores, Uteis, versateis e de baixo custo,
baseou-se em duas das principais caracteristicas destes: resisténcia e durabilidade. Algumas décadas
depois, essas promissoras qualidades em termos de aplicabilidade tornaram-se relevantes
desvantagens no contexto da sustentabilidade, dado que geram descartes igualmente resistentes e
duraveis, gue se acumulam nos ambientes naturais. Assim, 0 combate a essa dualidade caracterizada
por consequéncias de proporgdes catastroficas se tornou o novo tema promissor e desafiador que
emerge como prioridade para o século XXI.

O intenso uso de materiais plésticos nas Ultimas décadas combinado a grande estabilidade
apresentada por esses materiais, gerou o0 vasto acumulo destes em escala global e,

consequentemente, um grave problema relacionado a poluicdo (Hamid et al., 1992; Spear et al.,
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1995; Secchi and Zarzur, 1999; Williams & Williams, 1999; Muller, 2003; Floriana et al., 2005;
Teuten et al., 2009; Thompson et al., 2009). Tendo em vista a ampla producdo desses plasticos,
convém questionar-se em relacéo ao destino destes quando descartados. Afinal, essas centenas de
milhdes de toneladas de plasticos acumuladas anualmente findam por gerar uma quantia exorbitante
de materiais descartados ao longo das décadas. Desse modo, de acordo com essa progressdo, 0S
ecossistemas terdo seu futuro dominado pelos plésticos pds-consumo. Atualmente, os materiais
plasticos pds-consumo sdo depositados em aterros, incinerados ou reciclados. Porém, nenhuma
destas estratégias € plenamente sustentavel, e o tema se torna motivo de controvérsia e discusséo,

tanto entre a comunidade cientifica, como entre a sociedade (Mdller, 2003).

a) Deposicdo em aterros

A estratégia mais usualmente utilizada para lidar com os pléasticos pos-consumo é a
deposicdo em aterros. Esse método é responsavel por sérios problemas ecoldgicos, visto que séo
necessarios de 100 a 500 anos para sua decomposi¢do, sendo estes, por isso, considerados ndo
biodegradaveis. Estes acumulam-se no meio ambiente, expondo o ecossistema a danos irreversiveis.
Inimeros trabalhos relatam o recorrente bloqueio do trato intestinal de animais, como aves, peixes e
mamiferos marinhos, em decorréncia da ingestao de particulas plasticas (Spear et al., 1995; Secchi
and Zarzur, 1999). Outro grande impacto ambiental é causado pelos aditivos, como corantes e
antioxidantes, utilizados na confeccéo dos plasticos, que acarretam na formacgéo de residuos toxicos
e persistentes (Hamid et al., 1992; Williams & Williams, 1999; Floriana et al., 2005; Teuten et al.,
2009). A preocupacdo com o meio ambiente estd aliada a falta de espaco fisico disponivel para
comportar esse grande volume de materiais descartados (Itdvaara and Vikman, 1995), tornando
emergencial e imprescindivel o desenvolvimento de estratégias adicionais a fim de interromper essa

aglomeracéo.
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b) Incineracéo

Visando a contrapor o problema causado pela deposi¢cdo dos plasticos em aterros ou
ambientes naturais, € empregada a técnica de incineracdo de materiais pds-consumo. A vantagem
dessa estratégia é a reducdo do volume do material em cerca de 90-95%, mas, em contrapartida,
implica inUmeros prejuizos ao ambiente. Processos de incineragdo e combustéo liberam substancias
toxicas e prejudiciais, incluindo os carcinogénicos compostos aromaticos (benzeno, tolueno, xileno
e estireno) e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH), compostos de cloro, metais pesados,
monoxido e dioxido de carbono, radicais livres, aldeidos, &cidos, cetonas, lactonas, hidrocarbonetos
saturados, éteres ciclicos, ésteres ciclicos, alcenos e dienos (Hoff & Jacobsson, 1981; Hawley-
Fedder et al., 1984; Kaminsky et al., 1996; Aracil et al., 2004; Siddiqui & Redhwi, 2009).

A pirdlise, degradacdo térmica de macromoléculas em altas temperaturas e auséncia de
oxigénio, € uma alternativa a incineracdo capaz de reduzir o volume de gases a um fator de 5-20.
Além disso, este é capaz de recuperar diversos hidrocarbonetos que podem, inclusive, servir como
matéria-prima para combustiveis, como gasolina, querosene e diesel, em refinarias (Siddiqui, 2009),
visto que os métodos de incineracdo e pirdlise sdo capazes de reaver parte da energia contida no
material. Apesar de ser uma alternativa menos prejudicial, que apresenta reducdes no nivel de
poluentes emitidos, a pirdlise ainda é responsavel pela liberacdo de varios residuos recalcitrantes,

ndo podendo ser considerada uma opgdo limpa ou segura em termos ecoldgicos.

¢) Reciclagem

A reciclagem de plasticos é um método de gestdo dos residuos pds-consumo caracterizado
pela reducdo do impacto ambiental e da deplecdo de recursos naturais. A maior parte dos plasticos
pOs-consumo € destinada a aterros ou incinerada, e apenas 7% € reciclada. Este processo € dotado
de grande complexidade, e inclui quatro categorias de reciclagem: primaria, secundaria, terciaria e
quaternaria. A reciclagem primaria, ou loop-fechado, consiste em um processamento mecanico

tendo como produto um material com propriedades equivalentes, enquanto a secundaria, ou
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reciclagem de desclassificacdo, gera materiais cujas propriedades diferem entre si, mas ainda é
caracterizada como reciclagem mecanica. A reciclagem terciéria, recuperacdo da matéria-prima ou
reciclagem quimica, prima pela recuperacdo dos constituintes quimicos, ou seja, da matéria-prima,
através da despolimerizacao do plastico original, e a quaternéria, ou recuperacao de energia, visa a
recuperacdo da energia contida nos compostos das etapas iniciais. A Figura 5 ilustra o ciclo de
reciclagem existente desde a producdo dos plasticos a partir da matéria-prima, até a reutilizacdo e
conversdo desses materiais em outros de etapas precedentes (Williams & Williams, 1999; Fisher,
2003; Song et al., 2009; Hopewell et al., 2009). Os plésticos sdo agrupados de acordo com suas
caracteristicas fisico-quimicas, que influenciam diretamente sua reciclagem, com a finalidade de
separar os diferentes tipos de plasticos para facilitar o processo de reciclagem dos materiais pos-

consumao.

P . Y
"Raw materials

. (0il)

¢ S P Virgin

FExtraction and | Feedstock | .. | polymer Melting and L :
processing [~ gl Olymerlzﬂtlﬁlll—u—w processing l—. se |

5~
_L Re-use|

f/F ‘1“‘\ Mechanical recycling
| Iuels )
S ' Chemical recycling (depolymerization)

Feedstock recycling
Energy recovery

v

ls-is_p;osal |

Figura 5. Ciclo de producéo de plasticos (Clift, 1996; Floriana et al., 2005).

Em teoria todos os processos de reciclagem séo factiveis, porém, existem inumeras variaveis
que interferem e dificultam a realizacdo destes. A maioria dos termoplasticos € composta por uma
grande variedade de polimeros e outros materiais, como metais, papel, pigmentos, antioxidantes,
tintas e adesivos, 0 que complica o processo de reciclagem primaria, processo mais utilizado nessa
classe de materiais, principalmente em embalagens plasticas. Para que a reciclagem mecénica seja

possivel, é necessario separar o polimero constituinte do material de artefatos ndo-plasticos e fontes
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de contaminagdo e estabilizd-lo contra degradacdo durante o reprocessamento. Fontes de
contaminacgdo incluem eventuais residuos de produtos quimicos ou farmacéuticos armazenados em
embalagens plasticas, assim como residuos advindos do contato com o lixo doméstico, industrial ou
hospitalar. Devido a dificuldade em retirar plenamente os contaminantes dos produtos que serdo
reprocessados, a reciclagem mecénica ndo é autorizada para a producdo de brinquedos ou
embalagens alimenticias, sob o risco de conter residuos inadequados, ficando limitada apenas a
sacos plasticos, componentes automotivos e artigos ndo-relacionados a salide ou a alimentacao.

A reciclagem quimica favorece a recuperacgao dos constituintes petroquimicos do polimero e
elimina grande parte dos contratempos enfrentados pela reciclagem mecéanica. No entanto, a
reciclagem quimica consiste em um processo de alto custo em relacdo ao baixo custo da matéria-
prima, ndo sendo economicamente viavel, além de ser energeticamente custoso e redundante, ja que
€ necessario despolimerizar a molécula para que ela possa ser polimerizada novamente (Hopewell
et al., 2009). As grandes desvantagens da reciclagem energética sdo os elevados custos das
instalacOes, além da necessidade de mé&o-de-obra altamente qualificada para a manutencdo dos
equipamentos. A reciclagem energética é associada a incineragdo dos materiais, desse modo, sem a
tecnologia adequada, resulta nas emissdes prejudiciais responsaveis pela grande polémica acerca do

tema.

1.5 BIODEGRADAGAO DOS POLIMEROS SINTETICOS

O agravamento dos problemas relacionados ao uso desregrado de materiais plasticos, em
comunh&o a necessidade do aperfeicoamento e do desenvolvimento de métodos que amenizem essa
questdo, culminou na intensificacdo de estudos baseados na criacdo de técnicas alternativas para
manejo dos pos-consumo. As pesquisas acerca do tema visam a cessar a producdo de materiais ndo-
degradaveis e, simultaneamente, solucionar os percal¢os vivenciados em decorréncia dos plasticos
inertes ja existentes. Isto porque os processos de deposicdo em aterro, incineracdo e reciclagem

apresentam grandes dificuldades e inimeras consequéncias indesejaveis a serem contornadas. Nesse
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contexto, duas opgBes sustentaveis emergem como foco promissor e extremamente eficaz para
mitigar a produgdo de materiais ndo-degradaveis e deteriorar as bilhes de toneladas ja existentes.
A primeira delas € a sintese de polimeros biodegradaveis em substituicdo aos plasticos até entdo
comercializados, e, a segunda, &mago do presente trabalho, € promover a biodegradacdo dos
plasticos persistentes que ja foram produzidos e acumulados.

A‘inércia e a alta resisténcia desses produtos se justificam pela elevada massa molecular, alto
grau de compactacdo da molécula e por sua natureza altamente hidrofdbica, fatores que interferem
na disponibilidade da molécula ao ataque microbiano (Hadad et al., 2004). Quanto menores e mais
repetitivos forem os mondmeros, mais intensa é a cristalizacdo da molécula, portanto menos
biodegradavel ela se torna. A baixa flexibilidade do polimero, que impossibilita seu ajuste no sitio
catalitico das enzimas microbianas excretadas, em comunhdo a sua incapacidade em cruzar a
membrana celular, tipica de moléculas de alta massa molecular, tornam inviavel sua catélise. Assim,
moléculas com as caracteristicas acima citadas tém sua degradacdo comprometida e, até mesmo,

impedida (Chandra & Rustgi, 1998).

a) Polimeros biodegradaveis
Alguns plasticos, como o poliéster e poliuretano, sdo originalmente biodegradaveis devido ao
esqueleto carbénico fortemente hidrolisvel de suas moléculas. Sabendo-se que a presenca desses
grupos hidrolisaveis fundamenta a degradacdo por meio do ataque microbiano, pela atuacdo de
enzimas hidroliticas, uma vasta gama de novos polimeros biodegradaveis vem sendo sintetizada. A
finalidade desta sintese é viabilizar a reducdo da producdo de plasticos ndo biodegradaveis, de
modo que o destino final dos pds-consumo consista na entrada direta nos ciclos biolégicos.

Esses novos polimeros incluem exemplares desenhados a fim de apresentar susceptibilidade
a microorganismos, ou moléculas ja existentes que contenham modifica¢Ges que propiciem o acesso
enzimatico, incluindo a maior flexibilidade da molécula para adequar-se ao sitio ativo, ou

apresentem degradabilidade fdtica ou térmica (Augusta et al., 1992; Kawai, 1995; Witt et al., 1997).
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Essa classe de moléculas biodegradaveis, representada pelos poliésteres - como 0s
polihidroxialcanoatos (PHA) - polilactideos, policaprolactonas, poliésteres alifaticos,
polissacarideos e copolimeros deste - como 0 polietileno associado ao amido (Griffin, 1974) - tem
sido progressivamente desenvolvida nos ultimos anos. Porém, é importante ressaltar a importancia
de uma andlise adequada dos produtos gerados pela degradacdo do polimero desenhado, a fim de
evitar a producdo de moléculas toxicas (Karlsson et al., 1988; Karlsson & Albertsson, 1990). Esses
poliésteres naturais sdo produzidos por inUmeros microorganismos como materiais de reserva
intracelular, na forma de inclusGes insollveis em agua. Esses compBem os bioplasticos, ou
biopolimeros, materiais nos quais a industria plastica revela extremo interesse, pois também podem
ser sintetizados por plantas ou microorganismos submetidos a modificagbes provenientes de
técnicas de engenharia genética para esta finalidade, a exemplo das importantes moléculas poli(3-
hidroxibutirato) (PHB) e poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHV) (Steinbichel, 1992;
Lee, 1996; Sudesh et al., 2000; Ojumu et al., 2004; Shah et al., 2008). Foi observado que, ao prover
o fornecimento de diferentes fontes de carbono aos microorganismos produtores de PHB, ocorria a
producdo de diversos copolimeros, os quais, inclusive, possuiam propriedades mecanicas mais
adequadas que o PHB. Esses poliésteres sdo hidrolizaveis em agua a uma taxa lenta, e relatos
indicam que a degradacdo hidrolitica dos poliésteres microbianos ocorre atraves de uma erosao
homogénea em duas etapas, uma quebra hidrolitica randémica na cadeia polimérica seguida pela
diminuigdo progressiva na massa molecular & medida que as quebras ocorrem (Doi et al., 1989).
Outra estratégia utilizada é a mistura desses poliésteres microbianos ao polietileno ou poliestireno,
resultando em um material com propriedades fisicas aperfeicoadas e biodegradabilidade preservada

(Chandra & Rustgi, 1998).

b) Biodegradacgéo
Apesar de ser uma estratégia extremamente prospera e eficaz para a substituicdo dos

plasticos persistentes, o desenho de novos polimeros biodegradaveis ndo soluciona o grave
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problema imposto pelo entdo acimulo dos plasticos pds-consumo. Desse modo, medidas devem ser
adotadas a fim de deteriorar as bilhdes de toneladas acumuladas em ambientes naturais e aterros, ou
biorremediar as toneladas submetidas a processos que geram compostos toxicos e recalcitrantes. Os
polimeros podem ser degradados por quaisquer alteracdes fisicas ou quimicas consequéntes de
condicGes térmicas, oxidativas, quimicas, radiativas e mecénicas, bem como por agentes bioldgicos
(Albertsson et al, 1987). Esses processos alteram o estado energético das moléculas, induzindo
mudancas nas propriedades fisico-quimicas poliméricas e gerando quebra das ligacBes com
subsequientes transformacGes quimicas, além da formacdo de novos grupos funcionais. Formacéo de
fissuras e quebras, erosdo, modificacdes na coloracdo, separacdo de fases e delaminagédo fornecem
fortes evidéncias macroscépicas da ocorrénia de alteracbes nas propriedades do material (Pospisil
and Nespurek, 1997; Shah et al., 2007). Assim, é fundamental a realizacdo de estudos acerca da
busca por microorganismos e metodologias capazes de degradar esses materiais aparentemente
inertes. Com isso, a biodegradacdo e 0os mecanismos que visam propricia-la e otimiza-la ganham
particular destaque por serem processos livres da emissdo de poluentes e residuos tdxicos ou
recalcitrantes, devido a utilizacdo do prdprio metabolismo microbiano como sede do processo
degradativo de materiais.

Em 1972, Dommergues e Mangenot definiram a biodegradacdo como a decomposicéo de
compostos por meio da acdo microbiana, resultando na ciclagem do carbono, acarretando a
oxidacdo completa dos compostos organicos, gerando nova biomassa (mineraliza¢do), como COs,
H,0 e sais (Dommergues & Mangenot, 1972). Atualmente, sabe-se que a biodegradagdo consiste
em um processo altamente complexo composto de diversas etapas, sendo capcioso conceitua-lo de
maneira tdo resumida (Pelmont, 1995; Lucas et al., 2008). O termo biodegradacdo indica a
predominancia da atividade bioldégica no fendmeno. A primeira etapa do processo € a
biodeterioracdo, que consiste na fragmentacdo do material em decorréncia dos fatores abidticos e da
atuacdo microbiana e de outros decompositores (Eggins & Oxley, 2001). Essa fragmentacédo

possibilita 0 acesso de enzimas hidroliticas e radicais livres secretados pela comunidade microbiana
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(biofragmentacdo) a diversas por¢cbes do material, promovendo, dessa maneira, sua
despolimerizacdo, gerando oligbmeros, dimeros e mondémeros. Alguns dimeros ou mondmeros
podem ser reconhecidos por receptores de membrana celular dos microorganismos e
consequentemente assimilados, ou seja, transportados para o interior celular onde estardo
submetidos as diferentes rotas metabdlicas, resultando na producdo de energia, nova biomassa,
vesiculas de armazenamento e inimeros metabdlitos priméarios e secundarios. Esse mecanismo de
oxidacdo das moléculas assimiladas consiste no processo de mineralizacéo, gerando como produtos
0 CO,, 0 N2, 0 CH4, a H20 e os diferentes sais.

Desse modo, a biodegradacdo é descrita como a unido dos processos de biodeterioragéo,
biofragmentacdo e assimilagdo, incluindo a influéncia dos fatores abidticos que favorecem a
ocorréncia do processo (Lucas et al., 2008). A Figura 6 representa um esquema das etapas da

biodegradacgéo polimérica.

Assimilac3o

Figura 6. Esquema da biodegradacdo de polimeros em ambientes naturais (Adaptado de Lucas et

al., 2008).
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1.6 CARACTERIZAQAO E BIODEGRADAC}AO DO POLIETILENO

O polietileno (PE) é um alcano de elevada massa molecular produzido por meio da
polimerizacdo de n monémeros de etileno, contendo cerca de 1000 a 3000 4tomos de carbono. Sua
formula quimica é representada de acordo com a Figura 7. Atualmente, ele € o pléstico de maior
producdo e consumo mundial, seguido pelo polipropileno (PP), poli(cloreto de vinila) (PVC),
polietileno tereftalato (PET) e poliestireno (PS). Suas aplicaces sdo as mais diversas, incluindo
embalagens de alimentos e de produtos de limpeza, sacolas pléasticas, filmes plasticos, caixas
d'dgua, equipamentos agroindustriais, tampas com lacre, baldes, pecas com aplicagdes cirdrgicas e
plastico-bolha.

Estudos apontam o polietileno (PE) como um polimero extremamente inerte e resistente ao
atague microbiano. Este consiste em um hidrocarboneto de cadeia longa, altamente hidrofobica,
com elevada massa molecular, alto grau de compactacdo e cristalizacdo, dotado de inUmeras
repeticbes monomeéricas. Moléculas portando esse conjunto de caracteristicas estruturais ndo sao
encontradas facilmente na natureza. Desse modo, podemos justificar sua alta resisténcia a
biodegradacgéo pela ineficiéncia e falta de especificidade das enzimas encontradas na natureza para
esse polimero sintético tdo recentemente introduzido no meio ambiente (Tsuchii et al., 1980;

Albertsson et. Al, 1987; Albertsson and Karlsson, 1993).
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Figura 7. Representacdo quimica do etileno e do polietileno, resultante da rea¢do de polimerizacéo.
O namero de mondmeros e o conseqliente massa molecular do polietileno podem variar entre 0s
mais diversos materiais.

(Em: <http://www.coleparmer.com/assets/techinfo/images/Zeus_Chem_Resistance_img_2.jpg>.

Acesso em: 15 de outubro de 2013)
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Diversos parametros influenciam na ocorréncia e na eficiéncia do processo de
biodegradacgdo, dentre os quais estdo a fisiologia do micro-organismo, as caracteristicas moleculares
do polimero e o pre-tratamento ao qual o material foi submetido (Shah et al., 2008). Para que
termoplésticos como o polietileno e outros polimeros inertes possam ser degradados, sdo
necessarios pré-tratamentos que promovam uma deteriora¢do parcial do polimero gerando grupos
hidrolisaveis e moléculas com menor massa molecular, o que facilita e propricia o ataque
microbiano.

A taxa de ocorréncia dos processos oxidativos, que reduzem a massa molecular do
polietileno a um valor suficiente para permitir a biodegradacéo, rege a taxa pela qual essa molécula
é metabolizada na biodegradacdo. A introducdo de grupos quimicos reativos ou hidrolisaveis, como
os hidroperoxidos e carbonilas, grupos cromoféricos, grupos polares e a adicdo de compostos que
promovam rearranjos estruturais sdo fatores que podem contribuir para a diminuicdo da massa
molecular, da compactacdo da molécula e da hidrofobicidade, ou para o aumento da flexibilidade
molecular. Essas modificacfes moleculares e estruturais sdo imprescindiveis para a degradacdo do
polietileno,visto que, na auséncia destas, 0 acesso enzimético e a adequacdo da molécula ao sitio
ativo de enzimas hidroliticas tornam-se dificultados ou impedidos (Albertsson & Karlsson, 1990;
Albertsson & Karlsson, 1993).

Um pré-tratamento comumente utilizado é a modificagdo da superficie do material
objetivando viabilizar a ocorréncia de processos biodegradativos, justamente por proporcionar ao
polimero as alteragcfes estruturais acima citadas. Essas modificagdes podem alterar as propriedades
fisicas e quimicas do polimero, o que faz com que essa abordagem seja utilizada ndo apenas para
intensificar a biodegradacdo, como também para aumentar a aderéncia do material, ou sua
resisténcia ao calor e ao estresse (Foerch et al., 1990). Em geral, grande parte dos estudos acerca
dessas técnicas que acarretam a alteracdo superficial polimérica tem como finalidade aprimorar as

aplicacdes do polietileno, a fim de aumentar ainda mais sua comercializacdo. No entanto, essa
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estratégia pode ser aplicada no sentido de favorecer o ataque microbiano ao polietileno, por tornar a
molécula mais polar, diminuir sua massa molecular e, igualmente, atuar na amenizacdo dos outros
fatores problematizadores do processo degradativo. Dessa maneira, ao invés de incentivar ainda
mais 0 uso do polietileno, € possivel desenhar estratégias que contornem os prejuizos gerados em
funcédo da sua produgéo excessiva.

Uma grande variedade de fatores ambientais também influencia a degradacdo do polimero,
como a presenca e o teor de oxigénio, a temperatura, a radiacdo solar, o contetdo hidrico, o
estresse, 0s organismos Vvivos e 0s poluentes. Além disso, variagfes na natureza do polimero, que
reflete a macro-estrutura do material (e. g. filmes, pellets ou pds), assim como variagdes em sua
porosidade, textura superficial e presenca de fases secundarias, acarretam diferentes taxas de
degradacéo (Albertsson & Karlsson, 1990).

Sabe-se que apenas as moléculas com massa molecular de até 500g/mol podem ser
assimiladas e metabolizadas por diversos microorganismos. No entanto, do ponto de vista quimico,
é razoavel antecipar que microorganismos sejam capazes de degradar o polietileno, ja que este
possui estrutura quimica bastante similar a estrutura linear dos alcanos, notadamente
biodegradaveis, como descrito para uma grande variedade de bactérias e fungos (Albertsson et al.,
1987; Usha et al., 2011). A partir de estudos acerca do metabolismo de parafinas, alcano cuja cadeia
carbdnica compreende apenas cerca de 10 a 20 carbonos, foi proposto que estas sdo degradadas pela
B-oxidacdo microbiana apOs sua oxidagdo inicial a acido carboxilico. Assim, para parafinas
contendo n molélulas de carbono, sdo formadas n moléculas de didxido de carbono (Albertsson et
al., 1987). A Figura 8 ilustra o mecanismo pelo qual ocorre a degradacdo de alcanos contendo n
moléculas de carbono (Arutchelvi et al., 2008). Com base nesse mecanismo, é possivel predizer que
reacdo semelhante ocorrerd com o polietileno, mesmo que, para isso, sejam necessarias algumas
prévias modificacdes estruturais e conformacionais ou adi¢des de moléculas surfactantes ou

ativadoras.
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Figura 8. Mecanismo proposto para degradacgéo de polietileno (Arutchelvi et al., 2008)

Apesar de ndo existirem na natureza enzimas especializadas na degradacdo de materiais
portando esse conjunto de caracteristicas fisico-quimicas e estruturais; alta massa molecular, longas
cadeias carbdnicas monoméricas, elevadas cristalizacdo e compactagdo, além da alta
hidrofobicidade; diversos microorganismos e enzimas ja foram descritos como responsaveis pela
biodegradacgéo de plasticos (Gu, 2000; Artham & Daoble, 2008; Arutchelvi et al., 2008; Shaah et al.,
2008). Dentre os microorganismos descritos como degradadores de polietileno estdo Brevibacillus
borstelensis (Hadad et al.,, 2005), Rhodococcus ruber (Gilan et al.,, 2004), Rhodococcus
rhodochrous (Bonhomme et al., 2003), Actinomycetes sp., Phanerochaete chrysosporium (Orhan &

Buyukgungor, 2000), Streptomyces viridosporus, Streptomyces badius, Streptomyces setonii
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(Pometto et al., 1992), Bacillus pumilus, Bacillus cereus, Bacillus halodenitrificans (Roy et al.,
2008), Bacillus sphaericus (Sudhakar et al., 2008), Bacillus brevies, Shewanella putrefaciens,
Ralstonia basilensis, Delftia acidovorans (Yoon et al., 2012), Penicillium simplicissimum (Yamada-
Onodera, 2001), Penicillium funiculosum (Nowak et al., 2001), Aspergillus glaucus (Shimao et al.,
2001; Usha et al., 2011), além de diferentes candidatos dos géneros Pseudomonas, Mycobacterium,
Nocardia, Saccharomonospora, Corynebacterium, Micrococcus, Moxarella, Rhodococcus,
Staphylococcus e Streptomyces (Orhan & Biylkgiingor, 2000; Shimao, 2001; Nowak, 2006; Sivan
et al., 2006; Sudhakar et al., 2008; Chatterjee et al., 2010; Nowak et al., 2011).

A biodegradacgdo por esses microorganismos envolve a prévia adesdo destes ao substrato,
além da secrecdo de enzimas que promovam modifica¢Bes estruturais na molécula de polietileno, a
fim de torna-la passivel de assimilacdo. Estudos apontam que durante a deplecdo de fontes de
carbono, microorganismos ativam estratégias que visam a aumentar a hidrofobicidade superficial de
suas ceélulas, favorecendo a adesdo ao polietileno (Sakharovski et al, 1999; Sanin et al, 2003).
Algumas enzimas foram identificadas por atuar nesse processo de modificagdo estrutural do
polietileno, isoladas de microorganismos que se mostraram biodegradadores, como peroxidases
(Liyoshi et al., 1998; Zhao et al, 2003), lacases, enzimas degradadoras de lignina (Sivan, 2011),
alcano hidroxilases, responsaveis pela degradacdo de 6leo mineral (Belhaj et al., 2002; Saadon et
al., 2008; Yoon et al., 2012), além de outras classes de despolimerases, que emergem como ponto

central na busca por enzimas degradadoras desses polimeros (Shaah et al., 2008).

2. JUSTIFICATIVA

As atuais estratégias para gestdo de plasticos pos-consumo, como a incineracdo e a
deposicdo em aterros, promovem danos catastroficos aos ecossistemas, a exemplo da liberagdo de
compostos tdxicos nos solos ou na atmosfera, visto que muitos destes sdo gases estufa ou
substancias carcinogénicas. Esses contaminantes séo emitidos como sensequéncia da incineragdo ou

advindos de aditivos, e.g. corantes e antioxidantes, adicionados aos plasticos (Hamid et al., 1992;
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Williams & Williams, 1999; Floriana et al., 2005; Teuten et al., 2009). Alguns desses compostos
toxicos emitidos e liberados s&o benzeno, tolueno, xileno, estireno, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, compostos de cloro, metais pesados, monoxido e didxido de carbono, radicais livres,
aldeidos, &cidos, cetonas, lactonas, hidrocarbonetos saturados, éteres ciclicos, ésteres ciclicos,
alcenos e dienos (Hoff & Jacobsson, 1981; Hawley-Fedder et al., 1984; Kaminsky et al., 1996;
Aracil et al., 2004; Siddiqui & Redhwi, 2009).

Outro sério prejuizo causado pelo descarte inadequado desses materiais € o bloqueio do trato
gastro-intestinal e estrangulamento de peixes, aves e mamiferos (Spear et al., 1995; Secchi and
Zarzur, 1999). De acordo com a Administracdo Nacional Oceanogréafica e Atmosférica Americana,
debris plasticos matam cerca de 100000 mamiferos marinhos e milhdes de aves e de peixes, apenas
nos EUA. A GESAMP (United Nations Joint Group of Experts on the Scientific Aspects of Marine
Pollution) estima que mais de 80% da poluicdo mundial marinha é advinda de fontes terrestres, e
até 95% desses poluentes sdo debris plasticos.

A sociedade forgosamente vem conscientizando-se e solidarizando-se em prol de fornecer
possibilidades e alternativas ao problema. Estudos apontam que efeitos da poluicdo seréo agravados
expressivamente e vivenciados a curto prazo, em torno de 20 anos, iniciando-se um estado de
calamidade global (Greenpeace; Coastal Care; CBC news). Diante disso, é urgente e imprescindivel
uma intervencgdo, dado que os efeitos tornam-se irrefutiveis e quase irremedidveis. Em decorréncia
dessa emergéncia, estratégias que visem a contornar a situacdo serdo devidamente valorizadas e
recompensadas, inclusive sob o ponto de vista financeiro.

Outra motivacdo em prol de reverter esse impasse € a exploragdo do potencial
biotecnoldgico associado & degradacao bidtica de plasticos. Com base no emprego do metabolismo
microbiano, os mais diversos produtos metabdlicos gerados podem ser utilizados para diversas
finalidades, e.g. producdo de biocombustiveis e outras moléculas organicas com aplicabilidade
industrial e comercial. Nesse contexto, o presente trabalho propde, ndo apenas uma estratégia de

manejo desses pds-consumo, como também, simultaneamente, a exploracdo desse potencial
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biotecnoldgico. Em virtude dos notorios maleficios causados pela incineragdo ou pela deposi¢do em
aterros, acarretando sua consequente proibicdo em muitos paises, além dos elevados custos
associados & reciclagem, a biodegradacdo emerge como uma alternativa sustentavel,
economicamente viavel e lucrativa. Isso é devido ao baixo custo de manutencdo de bioreatores em
comparacdo aos equipamentos dispendiosos de alta eficiéncia relacionados a reciclagem, além do
retorno financeiro intrinseco a producdo de compostos de interesse industrial e comercial. Essa
tecnologia alternativa se mostra ndo apenas executavel, como também altamente eficaz e atrativa,
de modo que se compromete em arcar com 0s prejuizos causados pela propria humanidade sem
desconsiderar o retorno econdmico e/ou financeiro (Albertsson & Karlsson, 1990; Foerch et al.,
1990; Lee el al., 1991; Albertsson & Karlsson, 1993; Yamada-Onodera el al., 2001; Bandopadhay el
al., 2001; Zhao et al., 2003, Hadad et al., 2004; Gilan el al., 2004; Shah el al., 2008; Sivan, 2011,

Nowak el al., 2011; Usha el al., 2011).
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Midway atall, bird corpse. Photo: Chris Jordan

Entangled seal by derelict net, Hawaii. Photo Source: NOAA

Figura 9. Imagens de ecossistemas impactados pela polui¢do decorrente de descartes plasticos. Em:

<http://coastalcare.org/2009/11/plastic-pollution/>. Acesso em 20 de novembro de 2012)
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3. OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo isolar microorganismos presentes em debris plasticos

descartados em solos do cerrado e avaliar a potencial capacidade microbiana em degradar,

modificar ou metabolizar o polietileno, visando a aplicagbes no campo da biotecnologia e da

biorremediagéo.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Vi.

Construcdo de uma biblioteca microbiana contendo microorganismos isolados a partir de
materiais constituidos de polietileno descartados em ambientes naturais;

Selecdo de microorganismos capazes de degradar compostos assimilaveis de mesma
natureza do polietileno, e.g. 6leo mineral;

Identificacdo dos microorganismos capazes de manter-se metabolicamente ativos tendo o

polietileno como fonte de carbono e energia;

. Analise da viabilidade e adesdo celulares ap6s cultivo em meio minimo contendo polietileno

como Unica fonte de carbono e energia;

Estimativa comparativa da viabilidade e do metabolismo celulares de células cultivadas com
polietileno como Unica fonte de carbono e energia, em contraste a controles negativos sem a
presenca do polimero;

Desenvolvimento de uma metodologia inovadora e eficaz para prospeccdo de

microorganismos degradadores de polimeros sintéticos.
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5. METODOLOGIA
5.1 COLETA DE MATERIAIS E CONSTRU(;AO DA BIBLIOTECA MICROBIANA

Com a finalidade de subsidiar a busca por microorganismos potencialmente degradadores de
polietileno, foram coletados diversos plasticos pds-consumo constituidos a partir do polietileno
descartados na Chapada dos Veadeiros que apresentassem indicios macroscéopicos de degradacéo,
e.g. formacdo de furos e quebras, além da alteracdo na textura e coloracdo (Bottomley, 1993). O
critério para escolha dos materiais a serem descartados foi a tentativa de buscar biodegradadores de
polietileno em um material que j& estivesse previamente submetido a esse processo, em um
ambiente de alta riqueza e diversidade microbianas como os solos de Cerrado. O potencial
microbiano associado aos debris plasticos foi acessado apds sua ressuspensdo em solucdo de NaCl
0,9% e posterior cultivo em 5 diferentes meios de cultura sélidos: Nutrient Broth, R2A, Czapek
Dox, Middelbrook e Marine Broth (Difco), conforme as formulagfes descritas nas Tabelas 4, 5, 6, 7
e 8. A suspensao de microorganismos também foi plaqueada em meio minimo sélido (Pridham &
Gottlieb, 1948), corforme descrito na Tabela 3, contendo parafina 1%. As col6nias isoladas foram
cultivadas em seus respectivos meios liquidos e incubadas sob agitacdo overnight (0.n.) a 150 RPM
e 28°C. Essas culturas liquidas foram centrifugadas a 7000xg por 5 minutos, com o0 posterior
descarte do sobrenadante, permitindo que as células fossem ressuspendidas em glicerol 15% estéril
para subsequente estoque a -80°C.

Tabela 3. Protocolo de preparo dos meios de cultura minimos sem fontes de carbono

Reagente Concentracéo (g/L)
Sulfato de Amonia 2,6400
Fosfato de Potassio monobésico 2,3800
Fosfato de Potassio dibasico 5,6500
Sulfato de Magnesio heptahidratado 1,0000
Sulfato de Cobre pentahidratado 0,0064
Sulfato de Ferro heptahidratado 0,0011
Cloreto de Manganés tetrahidratado 0,0079
Sulfato de Zinco heptahidratado 0,0015

31



Tabela 4. Meio Nutrient Broth (Difco)

Reagente
Peptona
Extrato de carne

Tabela 5. Meio R2A (Difco)

Reagentes

Peptona proteose

Casamino &cidos

Extrato de levedura

Dextrose

Amido soluvel

Fosfato de potéssio dibasico
Sulfato de magnésio heptahidratado
Piruvato de sodio

Tabela 6. Meio Czapek-dox (Difco)

Reagentes

Sacarose

Nitrato de amonia

Sulfato de magnésio heptahidratado
Fosfato de potéassio dibasico
Cloreto de potassio

Sulfato de ferro heptahidratado

Tabela 7. Meio Middelbrook (Difco)

Reagente

Sulfato de amdnia

Fosfato de potassio monobasico
Fosfato de sodio dibasico
Citrato de sodio

Sulfato de magnésio

Cloreto de célcio

Concentragéo (g/L)
5,0
3,0

Concentracéao (g/L)
0,50
0,50
0,50
0,50
0,50
0,30
0,05
0,30

Concentracéo (g/L)
30,00
3,00
0,50
1,00
0,50
0,01

Concentracéao (g/L)
0,500
1,500
1,500
0,400
0,025
0,500
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Sulfato de zinco 1,000

Sulfato de cobre 1,000
Acido L-glutamico 0,500
Citrato de amonia férrico 0,040
Piridoxina 1,000
Biotina 0,500
Malachita green 0,250

Tabela 8. Meio Marine Broth (Difco)

Reagente Concentracao (g/L)
Peptona 5,00
Extrato de levedura 1,00
Citrato de ferro 11l 0,10
Cloreto de sédio 19,45
Cloreto de magnésio 5,90
Sulfato de sadio 3,24
Cloreto de célcio 1,80
Cloreto de potassio 0,55
Carbonato de sodio 0,16
Brometo de potéssio 0,08
Cloreto de estroncio 34,00
Acido borico 22,00
Silicato de sodio 4,00
Fluoreto de sddio 2,40
Nitrato de amonia 1,60
Fosfato de sodio dibasico 8,00

5.2 SELEC}AO DE MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE OLEO MINERAL

Os isolados foram plaqueados em placas de petri quadradas de dimensdes 245 mm x 245
mm x 25 mm com grids de 1 cm x 1 cm, contendo meio de cultura minimo (Pridham & Gottlieb,
1948) com 6leo mineral (Sigma) 1% como Unica fonte de carbono (Gilan et al., 2004) e Agar 1,5%.
As placas foram mantidas a 28°C por 7 dias e as col6nias contendo halos de degradacdo de 6leo

mineral foram selecionadas para identificacdo e ensaios especificos com o PE. Utilizou-se, como
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controle positivo, os respectivos meios de cultura por meio dos quais 0s microorganismos foram
isolados, mantidos a 28°C por 2 dias. O controle negativo empregado foi 0 meio minimo sem dleo

mineral, acondicionado a 28°C por 7 dias.

5.3 EXTRAQAO DE DNA EAMPLIFICAC}AO DO GENE DO 16S rRNA

Os isolados que apresentaram fenotipo positivo para degradacdo de 6leo mineral tiveram sua
atividade confirmada por outro ensaio semelhante em placas de petri redondas. Esses
microorganismos foram cultivados em meio Nutriente Broth para a extragdo do seu DNA genémico
por meio do Kit Wizard SV Genomic DNA Purification System Quick Protocol (Promega) adaptado
para extracdo de DNA bacteriano. Essa adaptagdo consiste na adigdo de 200 pulL de H, O milli Q e
20 pL de lisozima a 20 mg/mL, seguida da incubacio a 37°C por 1 hr. Apés a adicdo do tampao de
lise do kit, foram inseridas 0,2 g de glass beads para agitacdo no Fast Prep (MP Biomedicals) por
40 segundos. Em seguida, centrifugou-se a 10000xg por 1 min a fim de sedimentar as beads e 0s
debris celulares, transferindo-se o sobrenadante para a coluna, iniciando-se o protocolo de
purificacdo do kit segundo especificacdes do fabricante. O gene do 16S rRNA foi amplificado por
meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) no termociclador \eriti® Thermal Cycler (Applied
Biosystems) utilizando-se primers universais para bactérias, 27f e 1492r (Lane, 1991). Os
experimentos de PCR foram realizados em sistemas de 20 uL, contendo 1pL de DNA total a 0,1
ng/uL (dilui¢ao 1:100) e os demais reagentes, de acordo com o descrito na Tabela 9.

Tabela 9. Reagentes utilizados nas reagdes de amplificacdo do gene do 16S rRNA.

Reagente Concentracéo final
Tampao de Reacdo 1X

MqCl, 1,5mM

Primer 27f 0,5uM

Primer 1492r 0,5uM

dNTPs 200pM

Taq DNA Polimerase 1,25U

34



As condig0es utilizadas nas reacdes estdo descritas abaixo:
1. Desnaturagdo a 95°C durante 3 minutos;
2. Desnaturagdo a 95°C durante 1 minuto;
3. Anelamento a 53°C durante 1 minuto;
4. Extensdo a 72°C durante 1 minuto;
5. Repeticdo das etapas 2 a 4 por 27 vezes;
6. Extensdo a 72°C durante 10 minutos;

7. Manutencéo a 10°C.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio 10 mg/mL. O tamanho destes foi estimado com auxilio do marcador de massa

molecular 1kb DNA ladder (Invitrogen).

5.4 LIMPEZA DAS VIDRARIAS UTILIZADAS

Todas as vidrarias utilizadas nos cultivos restritivos em relacdo a fontes de carbono foram
lavadas com SDS 10% seguidas de 2 lavagens com etanol absoluto e 10 lavagens com H,0
destilada. O material foi deixado o.n. em NaOH 0,5M e, consecutivamente, lavado mais 10 vezes
com H,O bidestilada. Findo esse processo, as vidrarias foram autoclavadas e separadas para uso

posterior.

5.5 SELECAO DE MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE POLIETILENO

Os isolados que apresentaram fenétipo positivo para degradacdo de dleo mineral foram
cultivados em tubos de ensaio de vidro pequenos contendo 3 mL de meio minimo com polietileno
em poé de altissima massa molecular (Sigma Aldrich) 0,1% como Unica fonte de carbono, mantidos
sob agitacdo a 160 RPM e 28°C. As culturas foram avaliadas pela presenca de células viaveis

confirmadas pela purificagdo do RNA total ap6s 12 dias de cultivo.
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5.6 PREPARO DE MATERIAIS E SOLU(;()ES RNASE FREE

Todas as vidrarias e espatulas foram devidamente lavadas e expostas a 180°C o.n. para
inativar as RNases, e os microtubos de 1,5 mL, falcons e caixas de ponteiras novos advindos de
embalagens devidamente destinadas a essa finalidade. Os reagentes e pipetas foram separados para
uso exclusivo, a fim de evitar a contaminacéo por RNases. A dgua milli Q utilizada nas solucdes foi
tratada com DEPC 0,1% (Sigma Aldrich) e autoclavada para a inativacdo deste. As cubas de
eletroforese e quaisquer outros materiais que entrem em contato com 0 RNA, excluidos os acima

descritos, foram tratados com DEPC 0,1% e lavados com agua milli Q RNase free.

5.7 PURIFICAC}AO DO RNATOTAL

O RNA total foi purificado através do protocolo de extracdo acida de RNA com Trizol
Reagent (Invitrogen) a partir das culturas em meio minimo com PE. Inicialmente, as culturas foram
transferidas para tubos epperdorff de 2 mL estéreis e centrifugadas a 7000xg por 5 min a 4°C. O
polietileno, que encontrava-se na camada superficial do sobrenadante, foi aspirado, seguido do
restante do sobrenadante. Ao todo, foram centrifugados os 3 mL de cada cultura. As amostras foram
lavadas com PBS 1X estéril, a fim de retirar os residuos remanescentes de polietileno em pd, meio
de cultura e debris celulares. Apo6s a lavagem, o PBS 1X foi aspirado, da mesma maneira que a
cultura centrifugada, e o pellet ressuspendido em 300 puL de PBS 1X e transferido para um novo
tubo eppendorf de 2 mL estéril. As amostras foram novamente centrifugadas a 7000xg por 5
minutos a 4°C e, apds o descarte do sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 330 pL de Trizol
Reagent (Invitrogen), incubando por 5 minutos a temperatura ambiente. Depois, foram adicionados
66 uL de cloroformio (Sigma Aldrich), incubando-se as amostras sob agitacdo por 15 minutos a
temperatura ambiente, seguida da centrifugacdo a 12000xg por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi
transferida para um tubo eppendorff de 1,5 mL Rnase free, e foram adicionados 83,3 puL de

isopropanol e 67 pL de solu¢do de citrato de s6dio 1M com NaCl 1,2M, incubando-se por 15
36



minutos a temperatura ambiente. Finda esta etapa, as amostras foram novamente centrifugadas a
12000%g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet de RNA ressuspendido em 1mL
de etanol 75%, agitando no vortex por alguns segundos e incubando por 10 minutos a temperatura
ambiente, a fim de remover possiveis tracos de guanidina, reagente desnaturante presente no Trizol
Reagent (Sigma Aldrich). Posteriormente, foi realizada uma nova centrifugacdo a 10000xg por 5
minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi submetido & secagem por 10 minutos a
temperatura ambiente, e, consecutivamente, ressuspendido em 100 uL de formamida deionizada
(Sigma Aldrich), método que se mostra eficaz para preservar o0 RNA mesmo em concentraces
enziméticas de até 50 pg/mL (Chomczynski, 1992). Os RNAs foram quantificados pelo Qubit
(Invitrogen) utilizando-se o kit RNA Quant-it (Invitrogen) e posteriormente submetidos a
eletroforese em gel desnaturante de formaldeido corado com brometo de etidio para confirmagdo do
resultado obtido por espectrofotometria e para analise comparativa da concentracdo dos &cidos

nucleicos das amostras.

5.8 PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR, TRANSFORMACAO E SEQUENCIAMENTO
DE DNA

Os produtos de PCR correspondentes aos genes 16S dos 17 isolados que apresentaram
viabilidade celular comprovada pela presenca de RNA apds cultivo em meio minimo com
polietileno em p6 0,1% foram purificados para posterior identificacdo. Esses amplicons foram
purificados pela eluicdo dos DNAs de géis de agarose 1% utilizando-se o kit GeneJET PCR
Purification (Fermentas) adaptado. As bandas relativas ao gene do 16S rRNA foram excisadas do
gel, adicionou-se 200 pL do reagente Bindind Buffer, incubando-se as amostras a 70° C por 10
minutos. Decorrido esse tempo, efetua-se o restante do protocolo conforme as especificacdes do
fabricante. A seguir, os respectivos amplicons purificados foram submetidos ao sequenciamento de
acidos nucleicos pela plataforma Sanger da empresa Macrogen Inc. (Coréia do Sul).

As seqiiencias que ndo permitiram a identificacdo desses isolados em nivel de espécie, de
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acordo com o resultado do sequenciamento dos amplicons, foram ligadas a vetores pPGEM-T Easy
(Promega), conforme orientaces do fabricante. Os sistemas de ligacdo foram submetidos a diélise
por 15 minutos e transformados por eletroporacdo em células eletrocompetentes E. coli EPI 300. A
cada 50 pL de células adicionou-se 3uL do sistema de ligagdo, transferindo-se estes para uma
cubeta de Imm de largura. Os parametros empregados foram 2,5 kV, 25 pF e 200 €, com tempo
variando entre 4 a 4,5 ms entre as amostras. Apos a eletroporacdo, as células foram inoculadas em
meio SOC por 1 hora e, posteriormente, 100 pL deste foi plaqueado em placas contendo meio LB
s6lido, ampicilina 100 pg/mL, IPTG 0,1 mg/mL e Xgal 40 pg/mL. .

Selecionou-se as col6nias brancas, as quais foram inoculadas em falcons de 15 mL contendo
5mL de meio LB liquido e ampicilina 100 pg/mL, incubadas o.n. sob agitagdo a 200 RPM e 37°C.
Assim, 3 mL de cada cultura foram centrifugados a 7000xg por 5 minutos a 4°C e submetidos a
extragdo plasmidial pelo kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN), seguindo-se as orientagfes do
fabricante. Os plasmideos foram digeridos pela enzima de restricdo EcoRI (Invitrogen) de acordo
com as instrucbes do fabricante, a fim de confirmar a presenca do fragmento de 16S rDNA
amplificado anteriormente. Os plasmideos digeridos e intactos foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etidio para analises confirmatorias. Sucesssivamente, 0s
plasmideos foram quantificados pelo kit DNA Quant-it (Invitrogen), analisados no Qubit
(Invitrogen), conforme instru¢bes do fabricante, e submetidos ao sequénciamento de acidos

nucleicos pela plataforma Sanger da empresa Macrogen Inc. (Coréia do Sul).

5.9 CULTIVO DOS ISOLADOS EM MEIO MINIMO COM FILMES DE POLIETILENO

Os isolados que apresentaram viabilidade celular ap6s cultivo restritivo com polietileno em
po6 foram cultivados em frascos de vidro, no qual 10 mL de cultura crescida o.n. foram inoculados
em 30 mL de meio minimo e um filme de polietileno de baixa densidade (0,92 g.cm®) com massa
molecular média de 191 000 (Ipiten®111) (Carmel Olefinas, Haifa, Israel) previamente desinfetado

com SDS 1% (Sigma Aldrich) por 2 horas sob agitacdo, seguida de lavagem com H,O milli Q e

38



desinfeccdo com etanol 70% por mais 2 horas sob agitacdo. Antes do indculo, as células foram
lavadas duas vezes com solugdo de NaCl 0,9% (Sigma Aldrich) para retirada dos residuos de meio
nutrient broth. O cultivo foi mantido por 12, 15 e 20 dias, a fim de estimar a evolugéo da viabilidade
e adesdo celulares. Os controles negativos de cada isolado, além de E. coli e de B. subtilis, foram
cultivados em tubos de ensaio pequenos contendo laminulas, mantendo-se a mesma proporgédo em
relacdo aos cultivos descritos anteriormente: 3 mL de meio minimo inoculados com 1 mL de

cultura, igualmente lavado duas vezes com solucdo de NaCl 0,9%.

5.10 ANALISE DA ADESAO MICROBIANA AOS FILMES DE POLIETILENO

Os microorganismos aderidos aos filmes de polietileno e os controles negativos, apos
cultivo por 12, 15 e 20 dias, foram lavados uma vez com PBS 1X e corados pelo kit Live/Dead
BacLight Bacterial Viability (Invitrogen) e analisados por Microscopia de Fluorescéncia (Zeiss) em
aproximadamente 530 nm (células vivas) e 640 nm (células mortas) de comprimento de onda e
aumento de 400 vezes. As imagens foram geradas, editadas e sobrepostas pelo software ZEN

(Zeiss).

5.11 SEQUENCIAMENTO DO GENOMA DO ISOLADO PE 187

Com base na alta concentracdo de RNAs totais apos o cultivo com polietileno em p6 0,1%
como unica fonte de carbono e energia, o isolado PE 187 foi selecionado para o seqiienciamento de
seu genoma completo utilizando-se a plataforma de sequenciamento Ion Torrent Personal Genome
Machine, com uso do chip 318 de acordo com as instru¢des do fabricante (Rothberg et al., 2011). A
montagem do seu genoma foi realizada na sede brasileira da empresa Life Technologies.

A analise de qualidade por base nos reads seqiienciados realizou-se pelo programa FASTQC,
a fim de obter-se dados a respeito da qualificacdo das sequiéncias para as etapas posteriores de
mapeamento, chamada de variantes e montagem de novo. O mapeamento contra referéncia foi feito

pelo programa TMAP (opcdo mapall), tendo como genoma de referéncia Alcaligenes sp.
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HPC1271, e a chamada de variantes por meio do programa variantCaller, especifico para tratar
dados de sequénciamento NGS provenientes da tecnologia lon Torrent. A montagem de novo
realizou-se por meio do programa Assembler, que executa o software Mira, na versao 3.9.9. Esse
mesmo programa também utiliza a ferramenta Picard para efetuar uma sub-amostragem aleatoria
dos reads. Para essa anélise foram utilizados apenas 60% dos reads obtidos no seqiienciamento.
Para a anotacdo do genoma utilizou-se a ferramenta online para anotacdo de genomas RAST
(Nam et al., 2012). O RAST simula a anotagdo a partir de um subsistema que compara as provaveis
regides codificadoras presentes nos contigs aos seguintes bancos de dados: Center for
Biotechnology Information (NCBI) nonredundant database, UniProt, TIGRFam, Pfam, PRIAM,

KEGG e COG.
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6. RESULTADOS
6.1 COLETA DE MATERIAIS E CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA MICROBIANA

Os materiais produzidos a partir do polietileno, descartados em regiGes proximas a areas
preservadas da Chapada dos Veadeiros, foram coletados com base na presenca de evidéncias de
degradacdo, como alteragdo na cor e textura, e formacdo de furos e quebras, como mostrado na
Figura 10. O potencial microbiano presente nesses debris pléasticos foi acessado apds ressuspensao

dos microorganismos colonizadores desses materiais em solugao salina.

Figura 10. Plasticos coletados apresentando indicios macroscépicos de degradacao

A suspensdo de fracOes desses plasticos foi inoculada nos meios solidos nutrient broth,
marine broth, czapek dox, middelbrook e R2A, além do meio minimo contendo parafina 1%. Apés
0 sucessivo isolamento pela técnica de semeadura por esgotamento, obteve-se cerca de 800
microorganismos isolados, dos quais 647 foram preservados em glicerol 15% a -80°C. Todos 0s
isolados foram nomeados e fotografados, a fim de manter registros sobre as caracteristicas e
morfologias de suas colbnias, e 0s respectivos meios de cultura utilizados. As Figuras 11, 12 e 13

retratam parte da variedade microbiana resgatada por meio do uso de técnicas de cultivo.
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Figura 11. Cultivo em meios R2A (A, B), marine broth (C), czapek-dox (D) e nutrient broth (E)
solidos apos indculo da suspensdo de microorganismos colonizadores dos debris plasticos

coletados.

Figura 12. Cultivo em meios marine broth (A), middelbrook (B), R2A (C, D), czapek-dox (E) e

nutrient broth (F) sélidos representando parte da diversidade microbiana isolada.
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Figura 13. Crescimento microbiano sobre as particulas de parafina em meio minimo contendo
parafina 1% apds indculo da suspensdo de microorganismos colonizadores dos debris plasticos e

conseqientes 10 dias de cultivo.

6.2 SELECAO DE MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE OLEO MINERAL

Todos 0s microorganismos componentes da biblioteca microbiana construida foram
submetidos a uma etapa de pré-selecdo a fim de selecionar os isolados capazes de metabolizar
compostos quimicamente semelhantes ao polietileno. Nesse sentido, o 6leo mineral, comumente
chamado de parafina liquida, mostrou-se bastante adequado para essa etapa de prée-selecdo, tendo
em vista que se trata de uma mistura de alcanos de diferentes massas moleculares, todos, no
entanto, passiveis de sofrer assimilacdo por parte das células microbianas. Para isso, cada isolado
foi plagueado em um grid de 1 cm x 1 cm delineado em placas de petri quadradas de dimens@es
245 mm x 245 mm x 25 mm contendo meio minimo com 6leo mineral 1%. Como controle positivo,
utilizou-se o meio de cultura pelo qual se isolou 0 microorganismo e, como controle negativo, o
meio minimo sem oOleo mineral, de acordo com a Figura 14. Dos 647 isolados testados, 54
apresentaram fendtipo positivo para degradacdo de 6leo mineral o que corresponde a um total de
aproximadamente 8,3% dos microorganismos isolados. Os microorganismos degradadores de 6leo
mineral foram identificados a partir da formacdo de halos de degradacdo ao redor das colonia
fenotipo positivas. A Figura 15 apresenta imagens desses halos de degradacdo em contraste a
col6nias sem este. De moso geral, todos os degradadores de 6leo mineral foram isolados a partir de
culturas de meio nutrient broth 4&gar e meio minimo com parafina 1% agar, todos crescidos o.n. a

28°C em meio nutrient broth.
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Figura 14. Controles positivos (A, B e C), cultivados em meio nutrient broth (PE 1 ao PE 383 e PE
537 ao PE 647), R2A (PE 384 ao PE 456), czapek-dox (PE 457 ao PE 503), marine broth (PE 504
ao PE 536), e controles negativos (D, E, F), cultivados em meio minimo sélido, dos 647 isolados,
crescidos em grids demarcados em placas de petri quadradas de dimensdes 245 mm x 245 mm x 25

mm.

minimo solido contendo 6leo mineral 1%.
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6.3 EXTRACAO DE DNA E AMPLIFICACAO DO GENE DO 16S rRNA

As 54 colbnias que apresentaram halo de degradacdo do 6leo mineral foram cultivadas em
meio nutrient broth e, conseqiientemente, submetidas a puficacdo de seus DNAs genémicos para
posterior amplicagdo do gene do 16S rRNA. Os DNAs purificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo, como ilustrado na Figura 16. Os
amplicons resultantes também foram submetidos a analise por eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo, conforme mostra a Figura 17, e, consecutivamente, foram estocados

a -20°C.

27 63 79 154 170 171 M 186 283296 297 298 299 4 7A 7B 19A19B 65A 65B 66AM 66B 75 82 83 126A 126B 138

327 328 338 339343 344 M 349 591 592 593 594 618 [141A 141B 149 154 155 157 162 163 M 187 193 220 222 243 260 262

Figura 16. Géis de agarose 1% corados com brometo de etidio apos eletroforese dos DNAs
gendmicos dos 54 isolados degradadores de 6leo mineral. Cada isolado est4 identificado em seu

respectivo local de aplicagéo no gel e o marcador 1 kb esta representado por “M".

1465bp

1465bp
4—_

Figura 17. Géis de agarose 1% corados com brometo de etidio apos eletroforese dos fragmentos do
gene do 16S rRNA amplificados com os primers 27f e 1492r. Cada isolado esta identificado em

seu respectivo local de aplicacdo no gel e o marcador 1 kb esta representado por “M”.
45



6.4 SELEQAO DE MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE POLIETILENO

Apos a etapa de pré-selegdo que selecionou os 54 isolados degradadores de 6leo mineral,
estes microorganismos foram cultivados em tubos de ensaio de vidro pequenos contendo meio
minimo com polietileno em p6 0,1%, que apresenta maior superficie de contato do que as formas
em filme, como Unica fonte de carbono e energia. Decorridos 12 dias de cultivo, as amostras foram
submetidas a extracdo acida de seus RNAs totais com Trizol Reagent (Invitrogen), seguindo o
protocolo descrito na metodologia deste trabalho, que objetivou mensurar a presenca de atividade
metabolica.

A fim de mensurar a concentra¢do de RNA purificado das células e estabelecer um paralelo
entre esta e a taxa metabolica microbiana, os RNAs foram quantificados pelo Qubit (invitrogen)
utilizando-se o kit RNA quant it (Invitrogen), segundo especificacdes do fabricante. Para confirmar
esse resutado, as amostras também foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%
desnaturante de formaldeido, posteriormente corado com brometo de etideo para analise, como
observado na Figura 18. Para a aplicagdo dos RNAs no gel desnaturante de formaldeido néo foi
utilizado tampdo de amostra, visto que este consiste em uma tipica fonte de contaminacdo por
RNases (Chomczynski & Sacchi, 2006). Isso foi possivel devido a maior densidade da formamida

deionizada em relagéo ao tampdo de corrida MOPS 1X.

138 141a 141b 149 154 155 157 162 163 187 193 220 222 247 260 262 27 63 79 154

170 171 186 283 296 297 298 299 327 328 338 339 343 344 349 591 592 593 594 618

Figura 18. Gel desnaturante de formaldeido corado com brometo de etidio apos eletroforese dos

RNAs totais extraidos das amostras apds 12 dias de cultivo em meio minimo com polietileno em pd
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0,1%. Cada isolado apresentado nessa analise foi identificado em seus respectifivos locais dee
aplicacdo no gel. As concentragdes foram precisamente quantificadas pelo Qubit (Invitrogen)

utilizando-se o kit RNA Quant-it (Invitrogen), especifico para RNAs.

Um total de 28 isolados apresentaram atividade metabdlica apds cultivo com polietileno em
p6 como Unica fonte de carbono e energia, no entanto, selecionou-se para analises especificas de
adesdo e viabilidade celulares apenas os isolados cujas concentragdes de RNA excederam 5Sug/mL.
Para essa andlise, esses isolados foram cultivados em meios minimos liquidos contendo um filme de
polietileno de aproximadamente 1 cm x 1 cm, e 0s respectivos controles negativos foram cultivados
apenas com uma laminula de vidro como substrato para adesdo. Esse contingente cuja concentragdo
de RNA foi maior do que o limite estipulado totalizou 17 amostras — PE 63, PE 79, PE 138, PE 154,
PE 157, PE 162, PE 187, PE 171, PE 186, PE 298, PE 299, PE 327, PE 328, PE 338, PE 343, PE
349 e PE 591 — as quais tiveram seus genes 16S rDNA sequenciados para fins de identificacdo

taxondmica.

6.5 IDENTIFICACAO TAXONOMICA DOS ISOLADOS SELECIONADOS

Os 17 produtos de PCR referentes aos possiveis degradadores de polietileno foram
purificados pela eluicdo dos DNAs de géis de agarose 1% utilizando-se o kit GeneJET PCR
Purification (Fermentas) adaptado para possibilitar a eluicdo da banda do gel. A adaptacdo permitiu
a eluicdo da banda correta, com base na massa molecular estimada com auxilio do marcador 1kb
DNA ladder (Promega). Isso propicia um sequenciamento mais robusto, pois evita a interferéncia
dos produtos de PCR inespecificos e do DNA gendmico vestigial na reacdo. ApoOs esse
procedimento, as amostras foram submetidas ao sequenciamento de acidos nucleicos pela
plataforma Sanger da empresa Macrogen (Coréia).

Em seguida, confirmou-se o resultado do sequénciamento de alguns dos amplicons a partir

da clonagem dos fragmentos correspondentes ao gene do 16S rRNA em vetores para que o
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plasmideo resultante também pudesse ser seqlienciado, garantindo-se, assim, uma maior
confiabilidade no resultado. As amostras PE 138, PE 171, PE 186 e PE 327 tiveram seus amplicons
sequenciados, enquanto todas as outras foram identificadas por meio do seqlienciamento de seus
clones do gene do 16S rRNA. As sequéncias de genes do 16S rRNA dos clones mencionados foram
alinhadas com o algoritmo Clustal X (Larkin et al., 2007). O alinhamento foi editado manualmente
no Bioedit, inclusive a realizacdo do complemento reverso das amostras PE 298, PE 299 e PE 343,
cujo fragmento do gene do 16S rRNA inseriu-se no vetor na diregdo oposta. As sequéncias foram
comparadas aos bancos de dados do NCBI e do Greengenes (De Santis et al., 2006) para
classificacdo taxondmica, através da ferramentas Blastn e Mothur (Schloss et al., 2009),
respectivamente. Essa analise possibilitou a identificacdo de 4 diferentes géneros: Comamonas sp.
(PE63), Alcaligenes sp. (PE 187), Delftia sp. (PE 79, PE 138, PE 154, PE 157, PE 162, PE 171 e PE
186) e Stenotrophomonas sp. (PE 298, PE 299, PE 327, PE 328, PE 338, PE 343, PE 349 e PE 591).

As sequéncias do gene do 16S rRNA das amostras foram alinhadas as sequéncias de
representantes dos géneros identificados, os quais serviram como referéncia na constru¢do de um
cladograma de similaridade no sentido de permitir a estimativa das possiveis classificacdes dos
isolados nessa construcao taxonémica (Figura 19). O cladograma de similaridade das sequtiéncias foi
construido pelo programa MEGAGS (Tamura et al., 2011) pelo alinhamento multiplo das sequiencias
investigadas com as disponiveis em bancos de dados, por meio do método de maxima

verossimilhanca.
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PE 162
PE 154
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Delftia tsuruhatensis AB075017
PE 138
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Delftia acidovorans AB074256
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100 100 ' Comamonas testosteroni AB68072

Bordetella pertussis AB682670
187 genome SSU ma.9

187 genome SSU ma.61

187 genome SSU ma.18

99 | Alcaligenes sp AB754813
187 genome SSU ma.66.65
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PE 328
PE 349
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PE 343
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—
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Figura 19. Cladograma de similaridade de sequéncias dos genes do 16S rRNA dos isolados com
atividade metabolica apds cultivo em meio minimo com polietileno como Unica fonte de carbono e
das bactérias de referéncia, incluindo o nome e nimero de acesso ao GeneBank destas. O
cladograma foi construido ap6s alinhamento das seqiiéncias dos genes 16S dos isolados com as
sequéncias de bactérias de referéncia. Também utilizou-se nessa construcao as sequiencias dos genes
16S anotadas pelo RAST provenientes do genoma do isolado PE 187. Para tanto, utilizou-se o

programa MEGAS (Tamura et al., 2011) pelo método de maxima verossimilhanga, apresentando-se
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antepostos aos clados os valores de bootstrap (Felsenstein, 1985). A escala indica a distancia de

similaridade dos ramos.

6.6 CULTIVO DOS ISOLADOS E ANALISE DOS FILMES DE POLIETILENO

Paralelamente ao sequénciamento, as 17 amostras possivelmente degradadoras de
polietileno e dois padrdes tipicamente ndo biodegradadores de polietileno representantes dos grupos
gram positivos e gram negativos, B. subtilis e E. coli, foram cultivados em frascos de vidro
contendo meio minimo liquido com um filme de polietileno de baixa densidade de
aproximadamente 1 cm de lado. Para cada amostra, foram gerados controles negativos sob as
mesmas condi¢fes, mas, ao invés da adicdo do filme de polietileno como fonte de carbono,
adicionou-se uma laminula apenas como substrato para adesdo. Decorridos os periodos de 12, 15 e
20 dias, retirou-se os filmes e laminulas dos frascos para cora-los com o kit Live/Dead Baclight
Bacterial Viability (Invitrogen) e analisa-los em microscopia de fluorescéncia a 530 nm e 640 nm, a
fim de mensurar a presenga e a propor¢do de células vivas e mortas aderidas, respectivamente. Esse
kit é composto por dois fluoroforos repérteres de viabilidade celular, SYTO9® e iodeto de propidio,
resultando na emissdo de fluorescéncia verde pelas células vidveis e na fluorescéncia vermelha
pelas inviaveis. Isso possibilitou essa estimativa simultdnea da adesdo e da viabilidade celulares
apos analises em microscopia de fluorescéncia.

As micrografias foram obtidas separadamente para cada comprimento de onda, mantendo-se
a mesma posicgéo focal. As imagens foram registradas, editadas e sobrepostas pelo software ZEN
(Zeiss). A edicdo foi cuidadosamente realizada a fim de facilitar a visualizagcdo sem, no entanto,
alterar os dados representados na imagem. Basicamente, a edi¢do consistiu em escurecer o plano de
fundo para aumentar o contraste da fluorescéncia até o limite da visualizacdo de todos os seus
pontos relevantes. A sobreposicdo das imagens foi realizada apos a edicdo destas, com a finalidade
de facilitar a visualizacdo da distribui¢do das células vidveis e inviaveis ao longo da superficie do

pléstico.
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Os controles negativos dos isolados e dos padrbes foram cultivados em tubos de ensaio de
vidro pequenos, mantendo-se a mesma proporc¢do entre células e meio de cultura em relacdo aos
cultivos em frascos com filmes de polietileno: 3mL de meio minimo inoculados com 1mL de
cultura de células. Com o propdsito de simular a adesdo microbiana aos filmes de polietileno, foram
adicionadas laminulas, previamente lavadas e esterilizadas, nos tubos de ensaio contendo a cultura a
ser investigada. O objetivo foi realizar as andlises dos controles nas mesmas condicfes e
metodologias das amostras de polietileno. A comparagdo das amostras aos seus controles permitiu
avaliar o impacto da presenca de polietileno para a viabilidade celular. Dos 17 isolados que
apresentaram atividade metabdlica ap6s cultivo com polietileno em pé 0,1% como Unica fonte de
carbono, 9 apresentaram-se como potenciais biodegradadores de polietileno apds essas analises em
microscopia de fluorescéncia: PE 63 (Comamonas sp.), PE 138, PE 157 (Delftia sp.), PE 298, PE
328, PE 338, PE 343, PE 349 e PE 591 (Stenotrophomonas sp.). As Figuras 20-25 apresentam as
imagens individuais e sobrepostas nos trés diferentes periodos de cultivo para cada amostra e seus
respectivos controles negativos dos dois padrdes e de 4 isolados representantes de cada género
identificado no presente trabalho, escolhendo-se prioritariamente os potenciais biodegradadores de
polietileno: PE 63, PE 157, PE 187 e PE 591. As imagens referentes aos demais isolados
encontram-se no Anexo |. A Tabela 10 apresenta um resumo dos resultados obtidos apds as analises
de adesdo e viabilidade celulares por microscopia de fluorescéncia, com base na propor¢do de
viaveis em relacdo as inviaveis nos diferentes periodos de cultivo para as amostras e seus controles
negativos. Os isolados que apresentaram uma fracdo expressiva de células viaveis em contraste a

pequena fracdo de invidveis sdo representados por "++", e aqueles cuja presenca de inviaveis é

significativamente predominante sdo representados por "- -". Os simbolos "+", "+-" e "-"
representam gradagdes intermediarias entre "++" e "- -" dessa propor¢do de vidveis em relagdo as
invidveis.
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Tabela 10 . Resumo da presenca de viabilidade celular dos microorganismos aderidos ao filme de
polietileno (PE) e de seus controles negativos (C-) apds 12, 15 e 20 dias de cultivo

Isolado Género PE C-
12dias 15dias 20dias 12dias 15dias 20 dias
PE 63* Comamonas ++ ++ ++ i . .
PE 79 Delftia + + + + - +
PE 138* Delftia ++ ++ ++ ++ - -
PE 154 Delftia + - - - - +
PE 157* Delftia + ++ ++ + - - -
PE 162 Delftia + + + + + .
PE 171 Delftia + ++ + + + +
PE 186 Delftia + ++ + - - .
PE 187 Alcaligenes ++ + + ++ ++ -
PE 298* Stenotrophomonas + ++ + - - -
PE 299 Stenotrophomonas + + +- - - -
PE 327 Stenotrophomonas + ++ + ++ - +
PE 328* Stenotrophomonas ++ + ++ ++ . .
PE 338* Stenotrophomonas ++ ++ ++ - - -
PE 343* Stenotrophomonas ++ ++ ++ +- - -
PE 349* Stenotrophomonas ++ ++ ++ - - -
PE 591* Stenotrophomonas ++ ++ ++ + - .

*Potenciais biodegradadores de polietileno
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Figura 20. Adeséo e viabilidade celulares de B. subtilis apos 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: vidveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposi¢oes (+/-)




Figura 21. Adesdo e viabilidade celulares de E. coli apos 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: vidveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposicoes (+/-)




Figura 22. Adesao e viabilidade celulares de PE 63 apds 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: viaveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposicdes (+/-)




Figura 23. Adesao e viabilidade celulares de PE 157 ap6s 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio
minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: viaveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposicdes (+/-)




Figura 24. Adesdo e viabilidade celulares de PE 187 apds 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: vidveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposi¢oes (+/-)




Figura 25. Adesdo e viabilidade celulares de PE 591 ap6s 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio
minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: viaveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposicdes (+/-)




6.7 SEQUENCIAMENTO DO GENOMA DO ISOLADO PE 187

Em virtude do destaque apresentado pelo isolado PE 187 ap6s cultivo com polietileno como
Unica fonte de carbono, este foi selecionado para seqiienciamento de seu genoma pela plataforma
lon Torrent. Essa amostra foi escolhida apenas com base em sua alta concentracdo de RNA apds o
cultivo descrito anteriormente, tendo em vista que, no momento de envio da amostra para a empresa
Life Technologies, ainda ndo obtinham-se informacgdes acerca da identificacdo desses isolados e
nem da viabilidade e adesdo destes apds cultivo com polietileno em filme por meio da técnica de
microscopia.

A partir do sequenciamento, foram obtidos 7.010.060 reads de tamanho médio de 209bp,
representando uma cobertura de 344x em relacdo ao numero de bases do genoma de referéncia,
Alcaligenes sp. HPC1271. Obteve-se uma qualidade constante média de Q30, comprovando a
qualidade do sequenciamento. Isso significa que a taxa de erro imposta pelo seqlienciamento foi de
1 erro a cada 1000 bases sequienciadas. Do total de reads obtidos, 6.171.300 (88%) foram mapeados
e 183.355 variantes foram encontradas, estas correspondendo a SNPs e INDELSs. Para a montagem
de novo foram utilizados 60% dos reads obtidos no seqtienciamento, resultando em um consenso de
4.241.411bp, composto por 68 contigs.

O software RAST ¢ apropriado para a anotagdo de genomas de bactérias e arquéias (Henry
et al. 2011), permitindo a analise funcional do genoma sequenciado a partir da comparagdo dos
contigs a bancos de dados de genomas de microorganismos semelhantes. A taxonomia completa
mostrou que o isolado PE 187 € pertencente ao dominio Bacteria; filo Proteobacteria; classe
Betaproteobacteria; ordem Burkholderiales; familia Alcaligenaceae; género Alcaligenes; cujo
genoma apresenta 4.241.411bp e 3867 seqliéncias codificadoras, das quais 1916 foram anotadas.
Com essa anotacdo, foi possivel observar inimeras particularidades em relacdo ao isolado em
questdo. A Figura 26 corresponde as categorias génicas identificadas pelo software, apresentando a

distribuicéo proporcional destas no genoma.
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O genoma confirmou a presencga de genes relacionados a producdo de cépsula, flagelos e,
apesar de tratar-se de um gram negativo, também apresentou genes relacionados a biossintese de
acido teicurdnico, glicopolimeros de parede tipicos de gram positivos (Weidenmaier & Peschel,
2008). Apresentam, também, duas bacteriocinas, peptideos antibacterianos: marinocina, proteina
antibacteriana de amplo espectro, e colicina V (Feldgarden & Riley; 1999). Existem pelo menos 68
conjuntos de genes relacionados a resisténcia a antibidticos e compostos toxicos, como o locus de
resisténcia a multiplos antibiéticos MAR, principalmente beta-lactdmicos, cloranfenicol, quinolonas
e tetraciclinas (Randall & Woodward, 2002); bombas de efluxo; beta-lactamase; tolerancia a cobre;
resisténcia a arsénio, a fluoroquinolona, a cobalto-zinco-cadmio, a fosfomicina e a compostos de
cromo. Possui operons de viruléncia descritos para Mycobacterium envolvidos na sintese proteica,
na transcricao e na biossintese de quinolinato, ndo possuindo genes mais especificos relacionados a
viruléncia, como ilhas de patogenicidade. Interessante ressaltar que apesar de ser uma bactéria ndo
esporulante, apresenta genes relacionados a desidratacdo para esporulacdo e a sintese de proteinas
associadas a esta com funcdes diversas.

Em relacdo a degradacdo de moléculas complexas, foram encontrados genes relacionados a
degradacdo de lignina e ao metabolismo de compostos aromaticos, como fenol, catecol, tolueno,
quinato, benzoato, p-hidroxibenzoato, bifenil, aromaticos heterociclicos e cloroaromaticos. Também
apresenta 38 conjuntos de genes para o metabolismo de polihidroxibutirado (PHB), muito utilizado
na producdo de bioplasticos. Foram localizados genes relativos ao metabolismo de enxofre e
nitrogénio. Dentre estes, pode-se citar a assimilagdo de amonia e denitrificacdo, e, dentre aqueles, a
assimilacdo de enxofre organico e inorganico, além da oxidacdo de compostos dessa natureza.

Destaca-se a presenca de inimeros mecanismos de resposta ao estresse, sendo um deles
particularmente importante para o presente trabalho: resisténcia a deplecdo de carbono, ou carbon
starvation. Os genes encontrados codificam as proteinas RspA e RspB (Starvation sensing protein),
Cst A e CstAP (Carbon starvation protein), Slp e SIpP (Starvation lipoprotein), além das SspA e

SspB (Stringent starvation protein), todas relacionadas a essa resisténcia. Ademais, esse micro-
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organimo € considerado fermentador, visto que apresenta genes para a sintese de butanol e

acetolactato, além da fermetagéo de acetil-coA a butirato.
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Figura 26. Cobertura do genoma anotado (50%), proporc¢éo da distribuicdo dos genes entre as
respectivas categorias de genes identificadas e, entre parentesis, 0 numero de clusters génicos em

cada categoria.
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7. DISCUSSAO

Aproximadamente 140 milhdes de toneladas de polimeros sintéticos sdo produzidos
mundialmente a cada ano. Por serem compostos extremamente estaveis, estes se acumulam nos
ecossistemas gerando alarmantes problemas ambientais (Hueck, 1974; Shimao, 2001; Sivan, 2011).
Diante desse panorama, estudos acerca da biodegradagéo desses materiais emergem, na tentativa de
restabelecer a sustentabilidade na relagdo homem-ambiente. Assim, o presente estudo tem por
objetivo acessar microorganismos capazes de degradadar esses materiais, particularmente o
polietileno, a partir de técnicas de isolamento e cultivo de microorganismos.

O planejamento da coleta, no que diz respeito a busca por plasticos pds-consumo
descartados em ambientes naturais, objetivou aumentar a probabilidade de selecdo de
microorganismos fendtipos positivo para degradacdo de polietileno. De maneira simplista, é
coerente inferir que, como aqueles materiais j& apresentavam indicios macroscopicos de degradacao
e, provavelmente, ja haviam sido descartados ha um tempo razoavel em um ambiente de grande
riqueza e diversidade de microorganismos, sua comunidade microbiana ja estava sob pressdo
seletiva (Pospisil & Nespurek, 1997; Shah et al., 2007). Portanto, a chance de triar-se algum
organismo portando o fenotipo desejado seria consideravelmente elevada.

Para acessar e resgatar esse potencial microbiano presente nos materiais coletados, foi
necessaria uma metodologia que afetasse minimamente a variedade e quantidade de
microorganismos ali dispostos. Consequentemente, esses microorganismos foram ressuspendidos
em solucdo de NaCl 0,9%, visando apenas a manter a osmolaridade e a disponibilizar as células
para o subsequénte cultivo. Diferentes meios de cultura foram utilizados a fim de isolar uma grande
variedade de microorganismos por meio da técnica de semeadura por esgotamento, sendo estes 0s
meios R2A, marine broth, middelbrook, nutrient broth, czapek-dox e meio minimo contendo
parafina 1%. O meio R2A tem a finalidade de isolar bactérias de crescimento lento, que geralmente
sdo suprimidas pelas de crescimento mais rapido, enquanto o meio marine broth isola bactérias de

ambientes marinhos. Por sua vez, o meio middelbrook foi utilizado com o propésito de isolar
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micobactérias e 0 meio nutrient broth utilizado como meio genérico para isolamento de bactérias. A
fim de isolar-se fungos, empregou-se 0 meio czapek-dox em virtude da habilidade destes em crescer
nesse meio de cultura. Com o proposito de garantir o efetivo isolamento das células, as coldnias
eram semeadas em pelo menos trés diferentes placas sucessivas e, somente apds a presenca
exclusiva de colénias de mesma morfologia, estas foram selecionadas e cultivadas em meio liquido
para posterior estoque em glicerol 15% a -80°C. Com essa metodologia, foi possivel isolar mais de
800 colonias e estocar 647 destas (Figura 14).

A montagem dessa cole¢do microbiana foi primordial, subsidiando o processo de prospeccao
de microorganismos potencialmente degradadores de polietileno a partir de um desenho
metodoldgico embasado na eliminacdo progressiva de candidatos que ndo apresentem as
caracteristicas desejadas em cada etapa do experimento. A primeira etapa dessa metodologia foi a
pré-selecdo de microorganismos que apresentem caracteristicas que fomentem a possibilidade de
ocorréncia de biodegradacdo do referido polimero.

O ¢6leo mineral, ou parafina liquina, consiste em uma mistura de alcanos cujas cadeias
carbdnicas compreendem de 15 a 40 carbonos e massa molecular menor que 500g/mol, sendo,
assim, caracterizado como como uma mistura de compostos organicos assimilaveis, susceptiveis ao
metabolismo microbiano (Potts et al., 1972; Albertsson & Karlsson, 1990). Tendo em vista o fato de
suas caracteristicas quimicas serem bastante semelhantes as do polietileno, utilizou-se esse 6leo
como estratégia de pré-selecdo de microorganismos potencialmente degradadores desse polimero
(Albertsson et al., 1987; Gilan, 2004; Hadad et al., 2005). Para determinar a capacidade de um
microorganismo para degradar o polietileno, primeiramente é recomendavel avaliar se ele é capaz
de metabolizar compostos de mesma natureza deste, com o intuito de simplificar o processo de
triagem. Assim, justifica-se a escolha do 6leo mineral como etapa inicial da prospeccdo proposta,
visando a otimizar, facilitar e viabilizar esta.

Para possibilitar uma avaliagdo mais precisa da ocorréncia ou ndo de biodegradacdo da

parafina liquida, foram necessérios controles negativos e positivos, sendo estes o cultivo dos
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microorganismos nos meios de cultura sélidos empregados para isola-los e aqueles o cultivo em
meio minimo solido. Utilizou-se o controle positivo para testar a efetividade da preservacao
microbiana em glicerol 15% a -80°C e avaliar se, mesmo ap6s a submissdo dos isolados a
baixissimas temperaturas, estes continuam vidveis. Com base na Figura 15 € possivel observar que
todos os componentes da biblioteca microbiana mostraram-se capazes de duplicar-se quando em
presenca de condicdes ambientais e nutricionais favoraveis. Por sua vez, o controle negativo
objetivou demonstrar tanto o impacto da presenca de &gar para o crescimento microbiano, quanto a
morfologia da colnia na auséncia do 6leo mineral, além da auséncia de halo da degradacéo deste.
Verifica-se que, mesmo quando cultivados em meio minimo contendo nada mais que &gar 1,5%
como componente organico, inimeras coldnias sdo formadas, o que pode implicar a metabolizacdo
do &gar pelos microorganismos, ou a utilizacdo de células mortas como fonte de carbono para
subsidiar o crescimento microbiano (Figura 14). Ndo obstante, esse controle foi fundamental na
identificacdo dos halos de degradacdo do 6leo mineral, consistindo em uma evidéncia comparativa
da presenca destes. Todos os isolados plaqueados em meio minimo com o6leo mineral 1% que
apresentaram halos de degradacdo deste ao redor de suas colbnias foram registrados e,
posteriormente, cultivados em culturas liquidas de meio minimo contendo polietileno em pé 0,1%
para determinar se também utilizariam esse polimero como fonte de carbono e energia.

Em virtude das caracteristicas quimicas e estruturais do polietileno, no que diz respeito a
resisténcia a biodegradagcdo, um dos grandes desafios foi desenvolver uma metodologia que
permitisse selecionar os potenciais microorganismos degradadores desse polimero. Para minimizar
esse problema relacionado a resisténcia contra o ataque microbiano e favorecer a ocorréncia da
biodegradacé&o, utilizou-se o polietileno em p6 em vez de filmes plasticos, objetivando-se aumentar
a superficie de contato do material. Ademais, todo material utilizado no cultivo foi de vidro, a fim
de garantir que, de fato, a Unica fonte de carbono presente seria o polietileno, evitando a
interferéncia de outros plésticos no experimento, como o poliestireno de placas com pogos ou o0

polipropileno de falcons. Para tanto, foi imprescindivel uma limpeza adequada das vidrarias, com o
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propdsito de evitar quaisquer residuos organicos vestigiais. Primeiramente, as vidrarias foram
lavadas com SDS 10% e, apds repetidas lavagens com agua, duas vezes com etanol absoluto para
solubilizar e eliminar o SDS remanescente. Em seguida, o material foi lavado o.n. com NaOH
0,5M, o que permite a remogdo do carbono residual, e, apos a retirada dessa base, esse foi
sucessivamente lavado com agua bidestilada e autoclavado.

Para o preparo dos meios minimos segundo o protocolo descrito por Priedham e Gottlieb
(Priedham & Gottlieb; 1948), foram utilizados reagentes novos e de alta pureza, destinados
exclusivamente a essa finalidade. Como solvente, empregou-se dgua milli Q e, depois do preparo,
os meios foram autoclavados ou filtrados em filtros millipore 0,22pum. Entretanto, em ambos os
modos de esterilizacdo observava-se a formacéo de precipitados, provavelmente em decorréncia da
formacdo de sais de fosfato insolUveis em &gua. Visando a contornar esse problema, manteve-se as
culturas sob agitagéo suficiente para manter o meio de cultura constantemente homogéneo.

As células a serem cultivadas com o polietileno, inclusive seus controles negativos, foram
inoculadas somente ap6s a remocgdo dos nutrientes residuais do meio nutrient broth, visto que esses
nutrientes poderiam atuar como subsisténcia das células, resultando na formagdo de falsos-
positivos. Apesar de o meio de cultura minimo ser previamente esterilizado, 0 mesmo ndo é
possivel para o plastico. 1sso é devido & ocorréncia de degradacdo térmica da molécula, que, além
de gerar um viés para o experimento por facilitar a biodegradacéo, também implica a formacéo de
compostos toxicos para a célula (Hoff & Jacobsson, 1981; Hawley-Fedder et al., 1984; Albertsson
et al., 1987; Albertsson et al., 1991; Kaminsky et al., 1996; Aracil et al., 2004; Siddiqui & Redhwi,
2009; Sivan, 2011). Em virtude desse fato, a embalagem de polietileno em pd s6 era aberta no
interior do fluxo laminar, para minimizar a probabilidade de ocorréncia de contaminacéo
microbiana, evitando interferéncias indesejadas no experimento.

Decorridos 12 dias de cultivo, as amostras foram testadas para avaliacdo de sua viabilidade
celular apds a deplecdo de carbono. A rationale do processo tem como base a estimativa do

metabolismo microbiano a partir da purificagdo de seu RNA total, visto que a presenca dessas
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moléculas evidencia a atividade celular. Os RNAs sdo produzidos em resposta a determinadas
condi¢cbes momentaneas as quais a célula encontra-se exposta, regendo a adaptacdo metabdlica a
essas condigdes. Tratam-se de moléculas relativamente instaveis e, geralmente, sdo rapidamente
degradadas ap6s cumprirem suas funcdes, seja como transportador de aminoacidos para a sintese
proteica, como molde para esta, ou como ribozimas. O objetivo desse desenho experimental é
mensurar a biodegradacdo indiretamente por meio da extracdo do RNA total, visto que a sintese
desse &cido nucleico representa a presenca de atividade metabolica, sendo pré-requisito
fundamental para esta.

O fato de algumas amostras nao se apresentarem metabolicamente ativas reforca a idéia de
que as ativas realmente possuem algum diferencial que as permita sobreviver nas condicOes
apresentadas, o qual pode ser tanto a utilizagdo do polietileno disponivel no meio como fonte de
carbono e energia, como a ativacdo de mecanismos de resisténcia a deplecdo de moléculas
organicas (Matin et al., 1989). Independente de qual seja esse diferencial, é certo que um
microorganismo degradador de polietileno deve, necessariamente, apresentar-se ativo na presenga
deste. Assim, esse método mostra-se eficaz para selecionar as amostras a serem submetidas a
ensaios analiticos de maior sensibilidade e precisdo.

A confirmacdo da ocorréncia de biodegradacdo desse plastico realizou-se por meio da
analise da adesdo microbiana ao filme de polietileno e da consequente viabilidade celular (Sivan et
al., 2006). Por ser uma metodologia laboriosa e demorada, a etapa precedente foi imprescindivel,
uma vez que seria inviavel avaliar, para todos os 54 isolados degradadores de 6leo mineral, a
evolucdo da adesdo e viabilidade pela anélise em trés diferentes periodos, além de seus respectivos
controles negativos. Esse ensaio consistiu no cultivo dos isolados potencialmente degradadores de
polietileno em frascos de vidro contendo meio minimo com um filme de polietileno (Sivan et al.,
2006). Os periodos de andlise foram escolhidos sabendo-se que sinais de degradacdo do polietileno
eram observados, geralmente, ap6s 16 dias de cultura (Sivan et al., 2006). Assim, decorridos 12, 15

e 20 dias, realizou-se a andlise de cada plastico apds cora-los com os fluor6foros SYTO®9 e iodeto
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de propidio, pelo kit Live/Dead BacLight Bacterial Viability (Invitrogen) (Sivan et al, 2006; Berney
et al., 2007). Esse método propiciou a avaliagdo simultanea da proporcao entre vidveis e inviaveis e
da dimensédo da adesdo microbiana na superficie desse material.

Os fluordforos diferem pela sua habilidade em penetrar nas células, provavelmente por
diferencas em suas solubilidades, de modo que, provavelmente por esse motivo, o solvente utilizado
em ambos seja 0 DMSO, que dissolve tanto compostos polares quanto apolares. O fluoréforo verde,
SYTO® 9, difunde-se livremente pelas membranas enquanto o fluoréforo vermelho, iodeto de
propidio, penetra apenas em células com membranas danificadas, reduzindo o SYTO® 9 quando os
dois estdo presentes (O'Neill et al., 2004; Laflamme et al., 2004). Embora ocorra essa redugéo,
muitas vezes observa-se a presenca de ambos os fluor6foros na mesma célula, indicando que a
reducdo nao foi efetiva ou que ainda ndo ocorreu. Quando isso acontece, subentende-se que a célula
esteja morta, visto que apenas neste caso o iodeto de propidio € capaz de penetrar na célula.

Assim, as 19 amostras, incluindo os controles modelos B. subtilis e E. coli, foram
cuidadosamente analisadas, registrando-se sucessivas imagens representativas do material, a fim de
descrevé-lo com fidelidade. Uma grande dificuldade nesse registro foi o ajuste do foco em um plano
especifico devido a tridimensionalidade do material, decorrente da espessura do filme sobre a
lamina e da presenga de microorganismos em ambas as faces do plastico. Isso resultou a formacéo
de alguns artefatos, relativos a fluorescéncia de células de outros planos focais. Apesar da edi¢do
das imagens, alguns artefatos ndo puderam ser eliminados sem que se perdesse informagdes
relevantes das micrografias. Portanto, optou-se pela manutencdo dos detalhes desta, mesmo que,
porventura, apresentassem resquicios de artefatos. Desse modo, as imagens foram editadas na
tentativa de reduzir a interferéncia desses artefatos e aumentar o contraste entre as células e o plano
de fundo. A sobreposigéo das imagens registradas nos dois diferentes comprimentos de onda visou a
facilitar a visualizacdo espacial das células, favorecendo a identificacdo direta da proporcdo entre
viaveis e inviaveis, de modo que, quando ambos os fluor6foros penetravam nas mesmas células, a

imagem gerada pelo software era amarela, representando as células mortas, que, provavelmente,
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n&o sofreram a reducdo do SYTO®?9 pelo iodeto de propidio.

Para cada uma das amostras, foram realizados controles negativos sem fonte de carbono, 0s
quais foram cultivados com uma laminula a fim de simular a presenca do filme de polietileno como
substrato para a adesd@o microbiana. Os filmes plasticos e seus respectivos controles negativos foram
analisados e registrados individualmente, para subsequente estudo comparativo. A finalidade desse
experimento foi avaliar a evolugdo do comportamento microbiano diante dessas condicOes
restritivas, observando-se a quantidade de células aderidas e a propor¢édo entre as mortas e vivas ao
longo do tempo. Porém, para que se possa fazer qualquer inferéncia a respeito da biodegradacéo,
s80 necessarios 0s controles negativos, para ilustrar como seria 0 comportamento das células na
auséncia do polietileno, permitindo estimar o impacto da presenca deste para as culturas de
microorganismos.

Sabe-se que a adesdo estd intimamente relacionada as interagdes eletrostaticas entre as
células e a superficie (Rosemberg et al., 1980). Com o intuito de obter-se uma analise geral a
respeito da influéncia dessas interacGes para a adesdo, avaliaram-se, inclusive, variagdes quanto a
superficie externa de gram positivos e gram negativos, utilizando-se como padrbes 0s
microorganismos B. subtilis e E. coli, respectivamente. O objetivo dessa comparagéo foi estimar o
impacto dessas variacOes sobre a adesdo, considerando-se o involucro de peptideoglicano, &cidos
teicoicos e glicoproteinas das gram positivas, em contraste a membrana externa da parede celular de
gram negativos. Assim, é estabelecida uma relacdo entre a ocorréncia de adesdo por meras
interacOes eletrostaticas, as quais sdo independentes do metabolismo microbiano, e a ocorréncia
desta como resposta a situagdes de estresse nutricional na tentativa de reverté-lo.

Nos controles negativos, foi observado que algumas células apresentavam-se viaveis mesmo
apos a restricdo de carbono. Hipotetiza-se que, com a morte e lise de células, seus conteldos
celulares extravasados no meio, ou até mesmo toda a estrutura celular remanescente, servem como
nutrientes para a manutencédo e o crescimento de microorganismos ainda viaveis. Nas culturas de E.

coli é importante observar a presenca de relevante fragcdo de células vivas em ambos 0s cultivos
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com e sem polietileno, o que pode ser explicado pelo seu classico mecanismo de resisténcia a
deplecéo de carbono, ou carbon starvation, que envolve a expressao de 40 a 80 genes que 0 ativam
e potencializam, culminando na atuacdo de proteinas relacionadas ao estresse. Essas proteinas
protetoras, provavelmente, coordenam o resgate de macromoléculas danificadas, que fornecem a
subsisténcia basal necessaria @ manutencdo celular (Matin, 1991).

No geral, observa-se que, nos cultivos dos potenciais degradadores de polietileno com
filmes desse polimero, os microorganismos Vvidveis sdo aqueles aderidos diretamente ao plastico.
Paralelamente, os biofilmes formados apresentam uma proporcdo de células mortas bastante
superior em relacdo as células vivas. Ambos os fatos sustentam a ocorréncia de biodegradacdo do
material.

Ao investigar-se as caracteristicas apresentadas pelas culturas dos padrbes, E. coli e B.
subtilis, observa-se a ocorréncia de algumas particularidades. Em B. subtilis, apesar de a adesdo ao
polietileno ser aparentemente mais efetiva que a laminula, ndo houve alteracdo significativa na
viabilidade celular em decorréncia da presenca de polietileno, visto que a propor¢do entre mortas e
vivas em ambos 0s ensaios se manteve constante. No entanto, nota-se que o efeito do tempo para as
culturas foi expressivo, pois a proporcao de células mortas aumentou significativamente ao longo
deste. Por sua vez, ndo se observou diferencas relevantes no grau de adesdo das células para as
culturas de E. coli e seus controles negativos, o qual ndo se apresentou constante entre as amostras.
Em contraste, percebe-se que para as analises apds 12 dias de cultivo, a presenca de polietileno
parece prejudicar a viabilidade celular ao comparar-se com o controle negativo, que encontra-se
bastante colonizado pela bactéria, além de apresentar um elevado grau de viabilidade celular.
Importante ressaltar o mecanismo de resisténcia a deplecdo de carbono da espécie, visando a
justificar a massiva presenca de células vivas colonizando a laminula (Matin, 1991). O impacto
temporal na cultura dessas bactérias também se mostrou efetivo a partir de 15 dias de cultivo,
visualizando-se grande por¢do de células inviaveis.

Os isolados foram identificados como representantes de quatro diferentes géneros:
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Comamonas sp., Alcaligenes sp., Delftia sp. e Stenotrophomonas sp., sendo os resultados da
avaliacdo de ocorréncia de biodegradacdo de polietileno bastante variaveis entre estes e dentro
destes. Ha relatos na literatura sobre a degradacdo de polietileno por Delftia tsruhatensis, no
entanto, este fenotipo ainda ndo foi descrito para os outros géneros identificados (Smits el al., 1999;
Yoon et al., 2012). Apesar disso, ja foram encontradas alcano hidroxilases, enzimas especializadas
na catalizacdo da primeira etapa do processo de degradacdo de alcanos, em Stenotrophomonas
maltophilia e Comamonas testosteronii. 1sso fornece suporte para concluir-se que, pelo menos o0s
representantes desses trés grupos, sejam provaveis degradadores de polietileno. Em relacdo as
amostras prospectadas, diversos aspectos ressaltam aos olhos, ensejando cuidadosa anélise e
reflexdo.

O primeiro grande destaque por apresentar fortes evidéncias de ser uma bactéria
biodegradadora de polietileno € a amostra PE 63, identificada como pertencente ao género
Comamonas, provavelmente da espécie Comamonas testosteroni. O género é composto por
bastonetes gram negativos, com motilidade flagelar e n&o-esporulantes integrantes do filo
Proteobacteria (Zhang et al., 2013). Essas bactérias ja sdo descritas por apresentarem conhecido
mecanismo de degradacdo de compostos aromaticos, como tereftalato, vanilato, hidroxibenzoato e
ftalatos (Sasoh et al., 2006), etanol (Jong et al., 2008), poliuretano (Nakajima-Kambe et al., 1995;
Shimao, 2011; Usha et al., 2011), 6leo mineral (Smit et al., 1999) entre outras. Com isso, entende-
se que o género apresenta grande potencial metabolico no que diz respeito & biorremediacdo de
ambientes naturais e urbanos e & exploracdo de seu potencial biotecnolégico. De acordo com a
Figura 23, € notoria a diferenga entre a viabilidade do isolado PE 63 quando em presenca ou
auséncia de polietileno. Apenas uma baixissima fracdo de células mortas sdo encontradas aderidas
ao polietileno, em contraste a elevada fracdo destas quando na auséncia do polimero sintético, muito
embora a adesdo seja efetiva em ambos o0s casos. Observa-se claramente a grande e permanente
viabilidade celular ao longo do cultivo com polietileno, contrastando com os controles, que entram

em uma notdria fase de declinio ao longo dos 20 dias. Tendo em vista a existéncia de alcano
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hidroxilases descrita para espécies do género, pode-se afirmar com certa confiabilidade que esse
isolado é, de fato, um biodegradador.

Os isolados PE 79, PE 138, PE 154, PE 157, PE 162, PE 171 e PE 186 foram identificados
como Delftia tsuruhatensis, bacilo gram negativo da familia Comamonadaceae, filo Proteobacteria.
Cabe ressaltar que essa espécie ja foi descrita como biodegradadora de polimeros sintéticos (Yoon
et al., 2012). Apesar disso, seus resultados quanto a viabilidade celular no cultivo restrito com
polietileno foram bastante divergentes. O isolado PE 79, embora tenha se apresentado em uma
aparente fase de declinio ao longo do tempo, encontra-se ativo quando aderido diretamente ao
plastico. 1sso pode ser um indicio para a biodegradacdo de polietileno, no entanto, ndo é possivel
inferir nenhuma conclusdo a partir das imagens obtidas. Para isso, analises mais sensiveis e
especificas sdo necessarias. Semelhantemente, o PE 154 torna-se progressivamente inviavel com o
passar dos dias, atingindo alto grau de mortalidade celular em 20 dias, fornecendo indicios de que
ndo ha uma revelante presenca de metabolizacdo do plastico, visto que isso teria impacto no
metabolismo microbiano.

Ainda que sejam membros da mesma espécie bacteriana dos isolados PE 79 e PE 154, ainda
considera-se como possibilidade a biodegradagéo do polietileno pelo PE 162. Afirma-se isso devido
a grande colonizagdo do plastico e viabilidade das bactérias a este aderidas, sem, no entanto,
apresentar numero elevado de células mortas nos controles. Isso indica uma incerteza quanto ao
mecanismo de sobrevivéncia desses organismos nessas condigdes: podem estar degradando o
polimero ou ativando mecanismos de resisténcia a restricdo em moléculas orgénicas. De modo
semelhante, o PE 157 também apresenta fortes indicios de biodegradacdo de polietileno. A evolugédo
do cultivo do controle negativo encontra-se em uma progressiva morte celular, diferentemente da
amostra cultivada com polietileno. Em adicéo, observa-se que o isolado PE 186 apresenta grande
contraste quantitativo entre as células mortas dos cultivos com polietileno ou laminula. Isso pode
indicar que, como a Unica diferenga entre as culturas esta na presenga ou nao do polimero, é

justamente esta que esta influenciando a manutencdo da viabilidade celular. Analisando-se as
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imagens referentes ao cultivo desse isolado ao longo dos 20 dias, observa-se que ndo ha alteracao
significativa entre a propor¢do de vidveis e invidveis aderidos ao polietileno, de modo que esta é
muito inferior aquela, opostamente ao percebido para as células do controle, onde as células
invidveis estdo em elevado nimero. A fim de tornar a variabilidade de fenotipos para essa mesma
espécie ainda mais acentuada, esses fenotipos positivos contrastam com a incerteza relacionada ao
cultivo de PE 171. De acordo com a figura A5, ndo é possivel realizar-se inferéncias acerca da
presenca ou ndo de degradacdo de polietileno, visto que ndo observam-se diferengas significativas
entre o teste e o controle. Por fim, a adesdo do isolado PE 138 ao polietileno mostra-se expressiva
quando comparada a adesdo a laminula e, além disso, sua proporcdo entre células viaveis e
invidveis é nitidamente superior. Nota-se que as células viaveis aumentam quantitativamente ao
longo do tempo, representando a adequacédo das células as condigdes de cultivo e a fonte de carbono
disponivel. Com isso, afirma-se que existe grande probabilidade de que o PE 138 seja degradador
desse polimero sintético, qualificando-se como um promissor micro-organismo biodegradador.

O ultimo género identificado entre os isolados potencialmente degradadores de polietileno é
Stenotrophomonas, composto por bactérias gram negativas, sendo pertencentes a este as amostras
PE 298, PE 299, PE 327, PE 328, PE 338, PE 343, PE 344, PE 349 e PE 591. De maneira
semelhante ao observado para Delftia sp., houve grande variagdo entre os isolados quanto ao
fendtipo relacionado a biodegradacdo do plastico. Porém, de modo geral, grande parte dos isolados
referentes a esse género apresentou-se como positivos para esse fenétipo. Dentre estes estdo o PE
298, PE 299, PE 328, PE 338, PE 343, PE 349 e PE 591, excetuando-se desse grupo apenas o
isolado PE 327. H& inumeros relatos na literatura sobre aplicagdes relativas a biorremediacéo
realizada por Stenotrophomonas sp., incluindo compostos aromaticos, clorados e residuos
petroguimicos (Boonchan et al., 2000; Lee et al., 2002; Papizadeh et al., 2011; Cerqueira et al.,
2012; Mukherjee & Roy, 2012). O presente trabalho agrega mais uma promissora atividade
biorremediadora ao género: biodegradacéo de polietileno.

De acordo com as Figuras A7 e A10, observa-se que os isolados PE 298 e PE 328
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apresentam baixa propor¢do de células invidveis em relacdo as células vidveis, que colonizam
integralmente o filme, o que se mantém ao longo dos 20 dias. O controle se contrapGe a esse fato,
visto que ocorre uma explicita morte progressiva com o decorrer dos dias. Tal observacdo torna-se
ainda mais evidente para as amostras PE 338, PE 343, PE 349 e PE 591, representadas pelas Figuras
All - A13 e Figura 25, respectivamente, que ndo apenas mantiveram a viabilidade no cultivo com o
polietileno ao longo desse periodo, como também apresentaram significante ndmero de células
vidveis aderidas ao polietileno. Seu controle também revela massiva morte celular conforme o
decurso dos dias, corroborando para sua classificacdo como provavel degradador de PE. Entretanto,
apesar dessa aparente capacidade biodegradadora dos isolados citados acima, o PE 299 e o PE 327
ndo apresentaram resultados satisfatorios no que diz respeito a essa capacidade. Isso porque ndo
estd clara a manutencdo da viabilidade ao longo do tempo, e, portanto, ndo se pode inferir essa
atividade degradadora. Uma possivel solucdo seria cultiva-las por um maior periodo, a fim de
assegurar se o efeito do tempo é favoravel ou deletério.

Com base nos resultados encontrados, foi possivel observar que, curiosamente, os 9
microorganismos potencialmente degradadores de polietileno, pertencentes aos trés diferentes
géneros, tratam-se de bactérias gram negativas. De fato, era esperado obter-se uma variedade de
bactérias degradadoras superior a de fungos, visto que foram utilizados mais meios de cultura
especificos para o isolamento daqueles. Finalmente, conclui-se que aproximadamente 1,4% do total
de microorganismos isolados e preservados, o que corresponde a 647 microorganismos, foram
identificados como potenciais biodegradadores de polietileno. Isso qualifica esses isolados para
posteriores analises em espectroscopia de infra-vermelho a fim de estimar diretamente a degradacao

desse material em termos gquantitativos.

7.1 ANALISE DO GENOMA DE Alcaligenes sp.
O isolado PE 187, identificado como o bacilo gram negativo Alcaligenes sp., teve o seu

genoma completo sequienciado a fim de avaliar-se a presenca de genes que possam estar
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relacionados a biodegradacdo e a deplecdo de carbono. Apesar de ndo se apresentar como um
explicito biodegradador de polietileno, visto que observou-se viabilidade no controle negativo, o
género esté relacionado a caracteristicas importantissimas para o processo de biorremediacgdo, entre
essas a degradacao de diversos alcanos, 6leo cru, compostos arométicos e clorados, como fenol,
1,4-diclorobenzeno, acido 2,4-diclorofenoxiacético e tricloroetileno (Schraa et al., 1986; Harker &
Kim, 1990; Lal & Khanna, 2008; Kumar et al., 2013). Isso agrega grande interesse biotecnolégico
ao micro-organismo, tendo em vista sua versatilidade no contexto da sustentabilidade. Além da
resisténcia a deplecéo de carbono pela ativacdo de genes de resposta ao estresse, outro importante
mecanismo é a sintese e degradacdo do polimero PHB (polihidroxibutirato). Existem relatos na
literatura sobre a sintese de polihidroxibutirato despolimerase por A. Faecalis (Saito et al., 1989;
Matin, 1991; Schultz & Matin, 1991). E importante mencionar esse fato porque é justamente pela
degradacdo dessa molécula estocada em vesiculas no meio intracelular que a célula consegue
manter-se viva durante os periodos de caréncia nutricional. Tendo em vista o desconhecimento da
existéncia ou ndo desse ou de outros mecanismos de resisténcia a essa deplecdo em relacdo a essa
bactéria, investigou-se seu genoma a fim de identificar-se genes relacionados a esses mecanismos,
objetivando-se explorar essa novidade cientifica a fim de identificar os mecanismos de
sobrevivéncia da espécie nessas condigdes.

Com o intuito de investigar a presenga de genes de interesse no genoma de A. faecalis,
sequéncias codificadoras de diferentes proteinas e enzimas constantes de bancos de dados serviram
como input para essa busca, que se realizou por meio do software RAST. Entre 0s genes
investigados estdo os relacionados a deplecdo de carbono, & biodegradacdo de compostos
aromaticos e de 6leo mineral, além dos relacionados a degradagéo de polimeros sintéticos, até entdo
descritos na literatura, como alcano hidroxilases, lacases, peroxidases e policaprolactona
desidrogenase.

De fato, encontrou-se dois possiveis mecanismos de carbon starvation presentes: genes

relacionados a sintese e degradacdo de polihidroxialcanoatos e polihidroxibutiratos, e genes
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relacionados a resposta ao estresse pela deplecdo de carbono. Essa resposta € iniciada por meio de
mecanismos de quorum sensing, que induzem a expressdo da subunidade sigma s da RNA
polimerase, responsavel pela ativagéo de genes relacionados a essa situacéo de estresse (Huisman &
Kolter, 1994). Essa pode ser uma possivel explicacdo para a sobrevivéncia das células ap6s longos
periodos sem fontes de carbono, o que ainda ndo refuta a possibilidade de ocorréncia da
biodegradagdo de polietileno, visto que, mesmo ap6s 20 dias, as micrografias apresentaram uma
grande proporcdo de células viaveis em relacdo as inviaveis, diferentemente do observado no
controle (Figura 24).

Diversos compostos aromaticos apresentaram mecanismos para sua degradacgdo explicitados
no genoma do isolado PE 187, entre eles o fenol, o catecol, o tolueno, o quinato, o benzoato, o p-
hidroxibenzoato, o bifenil, aromaticos heterociclicos e cloroarométicos. Isso confere a essa bactéria
uma particular importancia biotecnoldgica, dada a infinidade de aplicagdes possiveis para esse
fenotipo, entre estas a biorremediacdo de ecossistemas ap0s contaminacdo com agrotdxicos.
Algumas seqliéncias conservadas de genes alkB, que codificam alcano hidroxilases, foram
comparadas ao genoma, mas ndo o gene em questdo ndo foi encontrado. Apesar disso, o isolado
apresentou fendtipo de degradacdo do 6leo mineral, além de existir embasamento bibliografico da
degradacdo de alcanos por microorganismos desse género (Lal & Khanna, 1996), indicando que
outros genes devam estar relacionados a esse processo para o isolado.

Foram encontrados genes relacionados a degradagéo de lignina, molécula bastante complexa
cuja degradacdo geralmente é relacionada & degradacéo de polimeros sintéticos, em virtude dessa
complexidade (Sivan, 2011). Isso consiste em um indicio de ocorréncia de biodegradacdo dos
polimeros sintéticos, particularmente o polietileno. Além disso, a presenca desses genes confere
mais um expressivo interesse biotecnoldgico para esse microorganismo, em decorréncia da
importancia das enzimas codificadas por esses genes na otimizacdo da producdo de
biocombustiveis. Etanol e outros biocombustiveis sdo produzidos a partir da biomassa vegetal, no

entanto, a presenca de lignina impde um relevante obstaculo na quebra dos polissacarideos de
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parede celulares a acUcares simples, e a subseqliente conversdo destes a combustiveis. Nesse
sentido, o isolamento de enzimas capazes de degradar esses compostos que impedem essa producao
sdo muito promissores, emergindo como um alvo recorrente na indutria de biocombustiveis (Weng
et al., 2008).

Ainda com relagdo a biodegradacdo de polietileno, também foram localizados 4 genes de
peroxidases, que poderdo ser posteriormente investigados a fim de obter-se maiores informagoes
sobre seus possiveis substratos e efeitos degradativos em relacéo a esse polimero. Com esses dados,
é possivel obter-se analises preliminares a respeito da vasta gama de possiveis aplicacGes
biotecnoldgicas existentes para 0 microorganismo Alcaligenes sp. isolado no presente trabalho .
Nesse contexto, genes relacionados a biorremediacdo e as aplicacdes biotecnoldgicas encontrados
nesse genoma serdo amplificados e clonados em cepas e vetores para super-expressdo, a fim de

acessar o grande potencial desse isolado.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As técnicas de cultivo, apesar de apresentarem limitagdes, ainda séo estratégias promissoras
para acessar o0 potencial microbiologico existente nas mais diferentes amostras. Essa técnica
mostrou-se bastante eficaz no sentido de isolar microorganismos para posterior prospecgédo. A partir
de sucessivas etapas de triagem € possivel restringir progressivamente o ndmero de possiveis
candidatos.

Utilizando-se a metodologia inovadora apresentada pelo presente trabalho, foi possivel
isolar, identificar, preservar e selecionar microorganismos potencialmente degradadores de
polietileno, atingindo-se, assim, 0s objetivos propostos. Importante ressaltar que essa metodologia
pode ser extrapolada para virtualmente todos os polimeros sintéticos, termoplasticos ou néo.

Com base nas analises comparativas € possivel concluir que 9 dos 647 isolados - PE 63, PE
138, PE 157, PE 298, PE 328, PE 338, PE 343, PE 349 e PE 591 - identificados como pertencentes
aos géneros Comamonas sp., Delftia sp. e Stenotrophomonas sp., respectivamente, sdo provaveis
biodegradadores do polimero sintético em questdo. Até entdo, ndo existem relatos na literatura
envolvendo dois dos trés géneros identificados, Comamonas e Stenotrophomonas, a processos
degradativos relacionados a plasticos, o que destaca o carater original dos resultados. Em adicéo,
existem fortes evidéncias bibliograficas que dao suporte aos resultados encontrados. Tendo em vista
a existéncia de relatos na literatura que associam o género Delftia a biodegradacdo de polietileno,
comprova-se que a metodologia proposta é capaz de selecionar biodegradadores desse polimero
sintético. Por sua vez, ndo ha relatos envolvendo os géneros Stenotrophomonas e Comamonas a
esses processos degradativos. No entanto, estes sdo reportados por estarem relacionados a
degradacdo de 6leo mineral, o que fornece suporte para os dados encontrados nesse trabalho. J& que
ambos o 6leo mineral e o polietileno sdo quimicamente semelhantes, pode-se afirmar que existe um
grande potencial dos isolados degradadores de 6leo mineral em também degradar o polietileno.
Com isso, é possivel afirmar que, de fato, foram encontrados dois novos géneros potencialmente

biodegradadores de polietileno.
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Ademais, o presente trabalho subsidiara estudos posteriores, a fim de investigar os efeitos
abioticos na biodegradacdo, a expressdo génica relacionada a esse metabolismo e as rotas
metabdlicas envolvidas nesse processo. Consecutivamente, esforcos serdo concentrados no sentido
de isolar enzimas ou complexos enzimaticos para posteriores ensaios in vitro e in silico. Como
produto final, as enzimas isoladas servirdo como input em subprojetos de engenharia de proteinas

objetivando a otimizacdo de propriedades enziméticas desejadas.
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ANEXO I

As figuras suplementares de A1 a A13 representam as imagens individuais e sobrepostas nos
trés diferentes periodos de cultivo para cada amostra e seus respectivos controles dos 13 isolados
nédo apresentados no corpo do texto: PE 79, PE 138, PE 154, PE 162, PE 171, PE 186, PE 298, PE

299, PE 327, PE 328, PE 338, PE 343 e PE 349.
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Figura Al. Adeséo e viabilidade celulares de PE 79 ap6s 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: viaveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposicdes (+/-)




Figura A2. Adesdo e viabilidade celulares de PE 138 apos 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: viaveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposicdes (+/-)




50

Figura A3. Adesdo e viabilidade celulares de PE 154 ap0s 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: viaveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposicdes (+/-)




Figura A4. Adesdo e viabilidade celulares de PE 162 ap6s 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: vidveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposi¢oes (+/-)




Figura A5. Adesdo e viabilidade celulares de PE 171 ap0s 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: viaveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposicdes (+/-)




Figura A6. Adesdo e viabilidade celulares de PE 186 ap6s 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: vidveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposicoes (+/-)




Figura A7. Adesdo e viabilidade celulares de PE 298 ap6s 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: vidveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposi¢oes (+/-)




FiguraA 8. Adesdo e viabilidade celulares de PE 299 ap6s 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: vidveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposi¢oes (+/-)




Figura A9. Adesdo e viabilidade celulares de PE 327 ap6s 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: vidveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposi¢oes (+/-)




Figura A10. Adeséo e viabilidade celulares de PE 328 apds 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: vidveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposicoes (+/-)




Figura All. Adesao e viabilidade celulares de PE 338 ap6s 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: viaveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposicdes (+/-)




Figura A12. Adesdo e viabilidade celulares de PE 343 ap6s 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: vidveis (+), inviaveis (-) e suas sobreposi¢oes (+/-)




Figura A13. Adesdo e viabilidade celulares de PE 349 ap6s 12, 15 e 20 dias de cultivo em meio

minimo com (PE) ou sem (C-) polietileno: vidveis (+), invidveis (-) e suas sobreposi¢oes (+/-)




ANEXO I1.

>PE_154
GGGTGCGAGGTCCCTGGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACA
TGCAAGTCGAACGGTAACAGGTCTTCGGACGCTGACGAGTGGCGAACGGG
TGAGTAATACATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACTACTCGAAAG
AGTAGCTAATACCGCATACGATCTGAGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGG
CCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTGGGATAA
AAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATG
AAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAAGCTCCTTC
TAATACAGGGGGCCCATGACGGTACCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGATGTGAAATCCC
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGCACGGCTAGAGTACGGTA
GAGGGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAG
GAACACCGATGGCGAAGGCAATCCCCTGGACCTGTACTGACGCTCATGCA
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCT
AAACGATGTCAACTGGTTGTTGGGAATTAGTTTTCTCAGTAACGAAGCTA
ACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGTAACTCA
AAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATTCG
ATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGGAAGTTTCCAG
AGATGGATTCGTGCTCGAAAGAGAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTG
TCGTCAGCTCGTGTCCTGGGGATGTTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAACGC
AACCCTTTGTCATTAGTTGCTACATTCAGTTGAACACTCTAATGAAACTG
CCGGTGACAAACCCGAAGGAAAGGTGGGGGATGAACTCCAAGTCCTCATG
GGCCCTTTANAGGTGGGGGGTACCAACGCCTTACAATGGGCTGGGTACAA
AGGGTTGGCCAACCCGCAAGGGGGACCTAACCCCTTAAAACAATCNTAAT
TCCGGATTCAATTCTGCGATNCACTGGCGTGAATCNGNAACCCTANTAAT
CCCGNATAACAATCGCCCGGGGAAAAATTTCCCCGGTTTTTGAAACCCCC
CCCTCAACCTGGGAAAGGGTCCCNCAAAANTAGGTCTANCCCCAAAGGGG
GCGTCCCCCCGGGGGGTTTNGGTTGGGGGNAGTCTAAAAGGAACCACCCC
TTTATTTCCCGGCTGGGGGACATAAGAGACCCAACGGTGGTAACTTGGTA
ATTGCCCAATTGGGTAAATC

>PE_157
AATGCCAGGTGCGAGTCGCTGCTCCGGCCGCCTGGCGGCCGCGGGAATTC
GATTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACA
CATGCAAGTCGAACGGTAACAGGTCTTCGGACGCTGACGAGTGGCGAACG
GGTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACTACTCGAA
AGAGTAGCTAATACCGCATACGATCTGAGGATGAAAGCGGGGGACCTTCG
GGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTGGGAT
AAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGA
TGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAAGCTCCT
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TCTAATACAGGGGGCCCATGACGGTACCGTAAGAACAAGCACCGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGATGTGAAATC
CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGCATGGCTAGAGTGCGG
TAGAGGGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGG
AGGAACACCGATGGCGAAGGCAATCCCCTGGACCTGTACTGACGCTCATG
CACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
CTAAACGATGTCAACTGGTTGTTGGGAATTAGTTTTCTCAGTAACGAAGC
TAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATTC
GATGCAACGCGAAAAGCCTTACCCACCTTTTGACATGGCAGGAAGTTTCC
AGAGATGGATTCNTGCTCGAAAGAGAACTTGCACACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGGCGTGAAATGTTGGGTTAATTCCCGCAACGAGCCC
AACCCTTGGCATTAGTTGCTACATTCAGTTGAGCCCTCTAATGAAACTGC
CGGTGACAAACCNGAAGGACGGTAGGTATTAACTCCAATTCCCCAGGGCC
CTTTATAGTGGGGGCTACCACCGTCTNACAATGGCTTGTTACAAAGGGTT
CCNNACCCNCNAAGGGGGACCTAATCCCTTAAAACCCNCTTTAATTCCGG
TACCGANTCTGGCACTTCCATTTGGNNGAATCCCGAAACCCTNTTTTTCC
CCGATATCCTGACCCCGGTGAAAAACTTCCTCGGTGTTTTATCCATACCC
CNCGCANATTGGAGGATCGGGTTTATCTAATATTNATGNNACGNGCANAC
GAAAGGTGTTAACCCGAGTNTCCCTCTACCGGNTTAC

>PE 162
GGGGGGCGGAGTCGCTGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACA
TGCAAGTCGAACGGTAACAGGTCTTCGGACGCTGACGAGTGGCGAACGGG
TGAGTAATACATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACTACTCGAAAG
AGTAGCCAATACCGCATACGATCTGAGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGG
CCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTGGGATAA
AAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATG
AAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAAGCTCCTTC
TAATACAGGGGGCCCATGACGGTACCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGATGTGAAATCCC
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGCATGGCTAGAGTACGGTA
GAGGGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAG
GAACACCGATGGCGAAGGCAATCCCCTGGACCTGTACTGACGCTCATGCA
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCT
AAACGATGTCAACTGGTTGTTGGGAATTAGTTTTCTCAGTAACGAAGCTA
ACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATTCGA
TGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGGAAGTTTCCAGA
GATGGATTCGTGCTCGAAAGAGAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTGTCATTAATTGCTACATTCAGTTGAGCACTCTAATGAAAATGCCGG
TGACAAACNGGAAGAAGGGGGGGATGACTCCAATCCCCATGGCCCTTATA
AGTGGGCTACCCCGTCAACAAAGCCTGGTACGAAGGGTTGCCACCCNCNA
AGGGGAGCTAATCCCTAAAACANCCTTTATCCGGATCCAGTTCGGAACCC
CACGGGGGAAAGCGAAAACCTAAAAACCCGGAAACCACTGCCGGGGGAAA
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TATTCCCGGTTTTGCCACCCGCCGCCACNCAGGGAAGGTGTCCCAAAATN
ATTANTACCAAAGAGGGCTCACTGTGGGGGTGTCCTTGAGGTATGCGAGC
GGCCCCCAATTATAACCTCACACCGCACATAGGGCCCA

>PE_187
GAGGGGCGCAGTCACTGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTAGCGGGATGCTTTACACA
TGCAAGCCGAACGGCAGCGCGAGAGAGCTTGCTCTCTTGGCGGCGAGTGG
CGGACGGGTGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTAGCGGGGGATAACTA
CTCGAAAGAGTGGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGGGGGGGA
TCGCAAGACCTCTCACTATTGGAGCGGCCGATATCGGATTAGCTAGTTGG
TGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCAACGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGACG
ACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATCCCGCGT
GTATGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTTGGCAGAGAAGAAAAG
GTATCCCCTAATACGGGATACTGCTGACGGTATCTGCAGAATAAGCACCG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGTGTAGGCGGTTCGGAAAGAAAGATGT
GAAATCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATTTTTAACTGCCGAGCTAGA
GTATGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAT
ATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGATAATACTAACG
CTCAGACACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCCTAAACGATGTCAACTACCTGTTGGGGCCGTTAGGCCTTAGTAG
CGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGAGGAGTACGGTCGCAAGATTA
TAACTCATAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGACGTGGAT
TAATTCGATGCAACGCGGAAAACGTTACCTACCCTTTGACTTGTCTGGAA
AGCCGAANAAGATTGGCCCGTGCTCANACCAGGACCGGGAACCAAGGTGC
TGCCTTGGCCGTCCTCCNCTCAGGGCCCTGGAAAATTGGGGTTAAGGCCC
NGCAACGAGG

>PE_298
TGGTTCCCACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCTGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTGGTTACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTCATCGGCCACACCGTGGCAA
GCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTGCTTCTGGTGCAACAAACTCCCAT
GGTGTGACGGGCGGTGTGTGCAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAA
TGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAG
ACTCCAATCCGGACTGAGATAGGGTTTCTGGGATTGGCTTACCGTCGCCG
GCTTGCAGCCCTCTGTCCCTACCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCTGGCCG
TAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCAC
CGGCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAGGACAA
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGA
CGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATC
TCTGGAAAGTTCTCGACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCA
TCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGT
TAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATTGCACCCAACATCCAGTTCGCATCGT
TTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCCAATCCTGTCTGCTCCCCACGCTTT
CGTGCCTCAGTGTCAATGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGT
TCCTCCTGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCAGGAATTCCGCTACCC
TCTACCACATTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAGTTCCCAGGTTGAGCC
CAGGGCTTTCACAACGGACTTAAACGACCACCTACGCACGCTTTACGCCC
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AGTAATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTTGGGTACCGTCATCCCAACCGGGTAT
TAGCCAGCTGGATTTCTTTCCCAACAAAAGGGCTTTACAACCCGAAGGCC
TTCTTCACCCACCCGGTATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCGTTGTCCAAA
ATTCCCCACTGCTTGCTCCCCTAAGAAGTCTGGACCTGGTCTCATTCCCA
TGGTGGCTGATAATCTCCNCAGACAAACTACGGATAATTCCCCTTGGTTG
GCCTTTTACCCCGCAATAACTAAACCAAATNCGGGTTNATTAATCNCGCN
AAGCCGGNAATCCCTGGTTTTNACNCGAGGGCTTAGCGGTATTAAAGAAA
TTTCCCAGTTTCCCCNNCGANNAAGAATTCCAGTTATCCCACNNCTCCCC
TCNCCCCCAAAGNGAATTTCNTGNTCNGTTNNTTGAGGTTAAGTNCCCCC
GTTTCCTTNGAGGTAACTCACCAAANNATTCCCNCTGCCGCCATAAGGAA
CCCCTGAGTGGTTNNATCCAAANGGAAATG

>PE_299
GGGTGGCCACTCGCATGCTCCCCGGCCCCTGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTCATCGGCCACACCGTGGCAAG
CGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTGCTTCTGGTGCAACAAACTCCCATG
GTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAAT
GCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGA
CTCAATCCGGACTGAGATAGGGTTTCTGGGATTGGCTTACCGTCGCCGGC
TTGCAGCCCTCTGTCCCTACCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCTGGCCGTA
AGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCG
GCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAGGACAAGG
GTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACG
ACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTC
TGGAAAGTTCTCGACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATC
GAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTT
GAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTTA
GCTTCGATACTGCGTGCCAAATTGCACCCAACATCCAGTTCGCATCGTTT
AGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCG
TGCCTCAGTGTCAATGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGTTC
CTCCTGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCAGGAATTCCGCTACCCTC
TACCACATTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCA
GGGCTTTCACAACGGACTTAAACGACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAG
TAATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACG
AAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTTGGGTACCGTCATCCCAACCGGGTATTA
GCCAGCTGGATTTCTTTCCCAACAAAAGGGCTTACAACCCGAAGGCTTCT
TCACCCCCCCGGTATGGCTGGATCAGGCTTGCCCCCATTGTCCAAAATTC
CCCACTGCTGCCCCCCTAAGAAATCTGGACCGGGTCCCATTTCCATTGTG
GCTAATANTCCTTCCAAAAAACTACGGATCTTCCCCTTGGTGGGGCTTTA
CCCCNGCACNTAACTAATCCGAAATCCGCCATTTAATCNGCAANGTCGAA
AATCCCTNGTTTCCCCNGNAGNCGTAGGCGGGTTAGNCGAAGTTCNCACG
TATCCCCCCNAAAAAAGNATNNCANTGTTTCTCCNCNTCGGNCTCNNCCC
CAAGNAAATTCTNTGGCCNCTTNATTTTTGNTTGGCNNCCCNGTTNCTGN
CGNGTAACTATCTATTAACNCCGNCGGGCCAAAGAACCCTTGAACTTGTA
AGGCAAAAAAAAGATTCTTTAACCAATACACAAAAA

>PE_328
AAAATTTCATGTGCGACTCGCTGCTCTCTGCCGCCTGGCGGCCGCGGGAA
TTCGATTAGAGTTTGATCATGGCTCAGAGTGACCGTTTGAGGTAGGCCTA

ACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACACGTTTGCTTGCTCTCTGGGTGGCG
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AGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTTTTTCGTGGGGGAT
AACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCA
GGGGATCTTCGGACCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTA
GTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGA
GGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATAC
CGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAG
AAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAG
CACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTACGAGCG
TTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCC
GTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGA
CTAGAATGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCG
TAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACAT
TGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCAC
GCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGC
AAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGT
CGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACCCGGGT
GCTGCATGGGTGTCGTCAGCTCGTGTCNTGGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACCGAGCCCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACCGTAATGGNGGGA
ACTCTAAGGAGAACGGCCGTTGCATAACCGGAAGGAAGGTGGGGGAATAC
ACTCAAGGTTTTTATGGCCCTTNACNGNACAAGGGCTACAACCGTTTCTT
AATNGGTNAGNNAAAAAGGGGTTGAA

>PE_338
AGGGTGCCCACTCGCTGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAACGGCAGCACAGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGGCGAGTGG
CGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTTTTTCGTGGGGGATAACGT
AGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGA
TCTTCGGACCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGG
CGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATG
ATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGT
GGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATC
CAGCTGGCTAATGCCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCG
GCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACT
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGT
GAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGA
ATGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAG
ATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACATTGACA
CTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGT
ATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGG
TTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGA
ACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACCCAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAACTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCCCAACA
AACGCAACCCTTGTCCTTATTTGCCANACGTAATGGTGGGAACCCTAAAG
AAACCCCCCGTGCCAAACCCGAGGGAAGTGGGGTATAACGTCACTTTACA
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ATGCCTTTAACGCCACGGGTACCTCTTATTCCACTGTTTGGGACNAGGG

>PE 343
GGGTTGCAAAGTCGCAGGCTCCCGGCCGCCTGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTGGTTACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTCATCGGCCACACCGTGGCAA
GCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTGCTTCTGGTGCAACAAACTCCCAT
GGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAA
TGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAG
ACTCCAATCCGGACTGAGATAGGGTTTCTGGGATTGGCTTACCGTCGCCG
GCTTGCAGCTCTCTGTCCCTACCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCTGGCCG
TAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCAC
CGGCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAGGACAA
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGA
CGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATC
TCTGGAAAGTTCTCGACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCA
TCGAATTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGT
TAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATTGCACCCAACATCCAGTTCGCATCGT
TTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTT
CGTGCCTCAGTGTCAATGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGT
TCCTCCTGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCAGGAATTCCGCTACCC
TCTACCACATTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAGTTCCCAGGTTGAGCC
CAGGGCTTTCACAACGGACTTAAACGACCACCTACGCACGCTTTACGCCC
AGTAATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTTGGGTACCGTCATCCCAACCGGGTAT
TAGCCAGCTGGATTTCTTTCCCAACAAAAGGCTTTACAACCCGAAAGGCT
TCTTTATCCACCCGGTATGGCTGGATTAAGGCTTGCCCCCATTGTCCAAA
ATTCCCCACTGCTGCTTCCCGTAGNAATCTGNACCGTGTCTCATTTCCCA
TTGGGCTGATCATCTTTCCAAACAAATTACGGATATTCCCCTTGTGGGGC
CTTTACCCCGGCACTANCTAAACCGAAATTGGGTTATTAATCNGGCCAAG
GCGAAAAACCCTGGTTTCCCCGNGAGNCTAANCGGNATTTACGAATTTCC
CACGTTTCCCCCCNAAAANGAATTCCATGTNATCCTCCCTGTCCGCCTCG
CCCAAAAGGAATTCCTNTGGNNGTTNNCTGTTTTTGGTCNCNCGTTTCTT
TAGNTA

>PE 349

GGGTTXXXXXX XX AKX KKK XXX XXX XXX XXX XXX XGGCCGCNGGGATTCGA
TTAGAGTTTGATCATGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACACA
TGCAAGTCGAACGGCAGCACAGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGGCGAGTGG
CGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTTTTTCGTGGGGGATAACGT
AGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGA
TCTTCGGACCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGG
CGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATG
ATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGT
GGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATC
CAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCG
GCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACT
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGT
GAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGA
ATGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAG
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ATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACATTGACA
CTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGT
ATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGG
TTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGA
ACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGGCTG
CATGGCTGTCGTCAACTCTTGTCCTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
AGACGCAACCCTTGTCCTTATTTGCCACACNGTAAAGGTGGGAACTCTAA
GGNGAACGCCCGTACAAACCGGAGGAAAGGGGGGGAAGCCCCCAAATCAT
ATNGGGCCTTAACCGCCAGGGATCCCACTTACAAAAAATGGANGGAAAAA
AGGGTTCTANCCCGCGCACGGTAGCATTCCCGA

>PE_591

GGXXXX XXX XX XXX XXX XX XXX XXKXXXXXXXTGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTAGAGTTTGATCATGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACAC
ATGCAAGTCGAACGGCAGCACAGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGGCGAGTG
GCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTTTTTCGTGGGGGATAACG
TAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGG
ATCTTCGGACCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTG
GCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGAT
GATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCG
TGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAAT
CCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACC
GGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAC
TCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTG
TGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAG
AATGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGA
GATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACATTGAC
ACTGAAGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAG
TATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA
CTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTG
GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAG
AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCCTGTCCTGAAATGTTGGGTTAATTCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGTCCTTAATTGCCACCACGTAATGGTTGGGAATCTAAA
GAAACCGCCGTTGCAAACCGGAGGAAAGTGGGGGATGAGCTCAATTCTCC
TGGCCCTTACGGCAAGGGTACACCGTACTTCAATGGTTAGGAACAAGGCT
GCAACCCCGGGACGGTAACCAATCCCAAAACCCTACCCATTCCGGATGGG
AGTCGCACCCACTCCCGAAGCCGAATCCTNATAACCAATAACCATTGNCG
GGGAAAATTCCCGGCTTTCAACCGCCNTCACCNGGATTTTTCGCAAAAAG
GGGCACTTCCAGGACGCTCCCTGGGGCCAAAGGGGAACCA

>PE 63
GGGGTGCGCAGTCGCTGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCTTTACACA
TGCAAGTCGAACGGTAACAGGTCTTCGGATGCTGACGAGTGGCGAACGGG
TGAGTAATACATCGGAACGTGCCTAGTAGTGGGGGATAACTACTCGAAAG
AGTAGCTAATACCGCATGAGATCTACGGATGAAAGCAGGGGACCTTCGGG
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CCTTGTGCTACTAGAGCGGCTGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAA
AGGCTTACCAAGCCTGCGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATG
AAGGCCCTCGGGTTGTAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAGCCTGGGGC
TAATATCCTCGGGTCATGACGGTACCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGACAGTGGTGAAATCCC
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCCATTGTGACTGCAAGGCTAGAGTGCGGCA
GAGGGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAG
GAACACCGATGGCGAAGGCAATCCCCTGGGCCTGCACTGACGCTCATGCA
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCT
AAACGATGTCAACTGGTTGTTGGGTCTTAACTGACTCAGTAACGAAGCTA
ACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGACCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATTCGAT
GCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGGGACTTACCAGAG
ATGGTTTGGTGCTCGAAAGAGAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTCCTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCCACC
CTTGCCATTAGTTGCTACATTCAGTTGACCCTCTAATGGGCTGCCGGTGA
AAACCGGAGGAAGGGGGGGTGGAATTCAATCCTCATGGCCCTTTAAGTGG
GGCTACCNCGTCTAAAAAGGCGGGACAAAGGGTGTCACCCNCCAGGGGGA
GCTATCCTAAACCAGTCGTATCCGGTTCGATCTGGACTCCCTGGTGAATC
GGACCCTATAATCGGGTCAAATGNCNGGAAACTTCCCGGCTTGAACNCCC
NTCCCCTGGAANGGNTCCCAATNTGTACTACTAAGGGGGTTCACCGGGGT
TTGNGGNGAGTCAANGACCCATANATCCCCCCGGGCTTAGACCCCCGGAC
NNT

>PE 79
GGGGGGCGACGTTCGCTGCTCCCGGCCGCCTGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACA
TGCAAGTCGAACGGTAACAGGTCTTCGGACGCTGACGAGTGGCGAACGGG
TGAGTAATACATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACTACTCGAAAG
AGTAGCTAATACCGCATACGATCTGAGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGG
CCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTGGGATAA
AAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATG
AAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAAGCTCCTTC
TAATACAGGGGGCCCATGACGGTACCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGATGTGAAATCCC
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGCATGGCTAGAGTACGGTA
GAGGGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAG
GAACACCGATGGCGAAGGCAATCCCCTGGACCTGTACTGACGCTCATGCA
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCT
AAACGATGTCAACTGGTTGTTGGGAATTAGTTTTCTCAGTAACGAAGCTA
ACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATTCGA
TGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGGAAGTTTCCAGA
GATGGATTCGTGCTCGAAAGAGAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCCCAACGAGCGCAAC
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CCTTGTCATTAATTGCTACATTCAGTTGAACCCTCTAATGGGACTGCCGG
GTGCAAACCGGAGGAAAGTTGGGAATAANTTCAATTCCTCTTGGCCTTAT
AAGTGGGGCCNCACCGGTCTTCAATGGGTGGGTACAAAAGTTTTCAAACC
NGCGANGGGGAACTATTCCCTAAAACAACCTTTATCCCGGATTCCATNCT
GAACTTCACCNGGCGGATTCTGAATCCTTTAAACCCGGGAACACATCCCC
GGGGAAAAATTCCCGGGTTTTTAAACCCCCGNTCCCATTGGAGGAGGGTT
TCCCAAAATTTGTTTTACCCCAAGGGGGCTTTCCCTTATGGGTTGCTAGA
GGGGGAANCCATAGGGAACATTAATTTATTCCCCCTCGGCGTCTTAGGGC
CCCCTT

>PE 138
GGGGCAGTGCGGCTGCCTTACACATGCAGTCGAACGGTAACAGGTCTTCG
GACGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGAGTCATTCATCGGAACGTGCCCAGT
CGTGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGATCTGAG
GATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGC
AGATTAGGTAGTTGGTGGGATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGC
TGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGAT
CCAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGCTGTAAACTGCTTTT
GTACTGACCGATAAAGCTCCTTCTAATACAGGGCGGTCAGGACTGGTCCG
TAGTACAATGCTCCGGCTAATTTCTTGCCTCCAGCAATTAAAGATAGAGG
GCGCCAACGTTCATTTGAGTTTGTGAGTGTCTCGCCTCGTTCGGGCGATC
GCGTGAATAAATACTGTGAGCCCTGACCTATAGTGGATTATTGTGTTTAA
TACTTGTTAACTATCGTTCTTATGTGGATAATAGATTAGTTAAGTTAATA
CTGATTTATTGCGTATATTTCTTTAGATAATTGTAGTAAATTTAATGTAA
TATCTATCTTGCTAGTTTATAGTCTTTTACTTCATTAGGTTTCGCGGTTT
TTGCTGGTGGTTGTCTTTCCCTGTCTTCCTTGTAGTCCTCCGAACCGGAG
TAGTTGGGAGCTCTCCAGTGTGGTCTCGTTCTCNCCATCCGCTGTATTAC
TGACGCGAATTTTTCTGGCTNTCTGTCTTCGTTCTTCTCTAACCTTCCGT
CCTCAACTCAATCATACTAGTCTTAGTCTATTAAATGAGCAACTCCCTTC
CTGGTAGATCTTTGNCCGCGTAGCAGTAACGTTATGAATATTAACGTTTT
[TTCTCTTTGTTTCCTTTTTCAGCGGGTATACGTTTTTGAGAGNNTATTA
TTGTATTNATGAACGGAGNCNCTGATCTTGAGGCGTGCCTCTATGTCTCC
CGCGGGCTTCTCTTCTCATTTTCATTTTTTTTTTCTCCTCGTNTTCTNTT
ATTTTANGNGTTAGTCTTTAATCTACTTAATCAATCNTCTCGTCTANACT
AATTACTACTTTAGTCTGGTAGGTCTTACTTTGCGCATTTCTGGAAGTCA
CAGGTTCGCTGTTTGGCCATTGATTTTTTGTGTATTCGTGCTAGACGCAC
TCAGAGATATTCCTGCTGTGCGGTTGTTTTTAGTGTTAATCATCTTCTTT
CATTNGCACATT

>PE_171
GGGAAGTGCGCTGCCTTACCATGCAAGTCGAACGGTAACAGGTCTTCGGA
CGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGAGCAATACATCGGAACGTGCCCAGTCG
TGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGATCTGAGGA
TGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAG
ATTAGGTAGTTGGTGGGATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTG
GTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCC
AGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTTGT
TCGGTACTAAAAAGCTTCTTCTAATTTCGTGGGGTGTGTGAAGGTACCTG
TTCAATAGTTACCTGAAATTATCTTTTTAGGAACCTACGTGAAACGTGCA
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[TTATCTTTTTTTATGTTTTTTGCTCTCTCGAACCCTGGGTGCAAACGCC
TGTCAAAAAGTATTGAATATTTTTCGGTTAGGAGAGTCTGATTAGTTTGT
TTATATTCTTACCCCCTTCTTGATACCCGGGATGGGTTGGATTTCTGCTA
TTGTTCGTTACATCCGGTCACATTATTCTGAGGAGGGGAGTGTATTATTT
ATTTTATTTTTTTTTCTTTTCCTTTGCTGTTTCTGCCTCAGTTGCTAACT
CCGCCAAAGTCCCCTTAAGGAAGATAACCCGTATCGTGGGAGGACCCCTG
CCCTTTTGTCGGCTCTCTATCAGTAAATAAGAAGATAGGGGGGGGGACTG
CTTCTGGTGTTCGGCATCCTCGTCCGTCCTGAGGCCGATCTCCTCGTATT
TTTTTAAGTTCAGATATAGTTGCAAGGGGTGTTCTTCGATGCATTACTAT
GTCCTCTCTTTTATTAATAAATTATATTAAATTTTTTATTATTTGATTTT
TTCTGTGTTCTTATACCTTCTATCTCTTCTTTAGACTCGTTGTTGGCTTG
CCTTTTGTGTTTTTCTTTATCGTCAATTCAGCGTTTGATTGTATCCTCTT
TCCTCTTTTATGTTCGCTGCTTTTCTTCCCATTATTTCTGGTTTCCTTGT
GCTTTCTATCTGCTGTAAACAGCTGCCTGGGGGTCATTGCCTCTATCCGC
TCCGTTGCTTTTCCCAGCATCTTTACTTTTATTGGTTTTGTTCCTTATCA
TTTTTTTGCTGTGGTGGTTACGCTTGGTCCCTATACTATTGTCTATTAAT
CAACCCGATTGTAAAATCATTATTTGATTGATCAGATCAAAACTGTGTAA
CTTCAC

>PE_186
GGGATAGGGCGGCTGCCTTACACATGCAGTCGAACGGTAACAGGTCTTCG
GACGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGAGTCATACATCGGAACGTGCCCAGT
CGTGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGATCTGAG
GATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGC
AGATTAGGTAGTTGGTGGGATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGC
TGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGAT
CCAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTT
GTACGGAACGAATAAGCGCCATCTACTTGCCGCTGCGGTTTGGAGGTATC
GCATAATTCTTTATTGGCAAAATACTTGTCCTCTACACTGTTAGTAAGTT
AGGGCGTACTGTGTTTCTGAGGTATTGGGCTCTATGCGATCCTCTTTTTC
TAGATGTTACGATAATTTGCGTCGTGTGAGGGGTGGTGGTGGGATTTGTT
GCAAGTTTTTTCAGAATCCTATCTTTGTTCCTGATTTCCTTCGTTGCATG
TTATTCCATTGATGTTTTTCGAAGATTGGGTTAATGTTGTTTATATTGAA
TGTAATTGATGTGTTCAGTGCCGTTTATTTTTTCTTTATTTTATTTGTTG
TGACCATCTTTTGTTAAATAATGCTCATTTCACCTTTGCCTGAACTGGGT
ATTTGATGTTAGATAGTGGGCTGTTACATCTTTAATTAGCTTTTTAATTC
TTCGATCAGTTATCGAATCAATCATAATTTATTTGTATGTAATTTCGGTT
AAATCACTCTATATGATGCATAACGTGTAAATAGATAAACATAGGCGCGT
CGTGTTGTCACCGAGAGTCCCGTTTGTTTAGAAACGCGTGCGCTGTGTCG
AGACGCCGTATTATTATGTAAAATCTTTAGAGTGATTTGAGTTTTCCGCT
CTTAACAGTGGATTATAAAGAAAAATATAAAGGAAATAAAGCAAGACGAA
CTATGGGAAACGAACTTTAAGTATACTATATTTTATCTTTTATTTCTCTT
TCGTTTGACTTAACTTGATTTTATATTTCTACTCATGTTTTATTTTATCT
CGTTTTTATATCTACCTTACTATCTTCTTGTCTACATATCTAATCCCAGT
CTCCTCTGTCTATTCATGTTTTATGCTTGTGTCGCACTTGCTATGTTCGT
TTAATGTTTCCTCTTTTGTAGTATCTATTTTCCTTACTCTGTCCTTTCTT
TATATGTTCGTCTTATATTTTCTTTTTCTTTCTTGATTGTTTTTATTGTG
CTTTTTTC

>PE_327
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GGGGCAGGGCGGTAGCCTACACATGCAGTCGAACGGCAGCACAGGAGAGC
TTGCTCTCTGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCT
ACTTTTTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACG
ACCTACGGGTGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCGATTGAATGAGC
CGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGAT
CCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGT
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAA
GCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAG
CCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTTATATCCCGGTTGGGATGA
TTGTACCCAATGAATAAGCTCCTGCTTACTTCGTGACTTCAGTCGCGGAA
ATTCCACATGGTGCATTAGTTATTTGATTTACTAGGGCTCTCCGCGTGCA
ATGGTGGTCTTAAAATATTTTTCTTTAATTTGCTAAGAAAATATAGGGAG
ATAATTTGTGTCATATGCAACTATTTTGCGGAATGTTTCTATGATATTTT
AAGTTTTATTCAAATTATTTAAATACAATATTTCATAAGCTAAATTATTA
AAAAAATAATCAGCATTCAACTATTGAATATTATTATAATAATTCTGGAC
ATTGTTATATGTAAAGAATGTTCTTATTTATTCATCAAGGTTCTTTGTAA
GTCATGTTTGACGGAAATGTCATTCGCGTTGTTATCTATACTTTATTCGT
TGATTTATTAGTTCTGTGAGTTATCTTATTAACTATGAATACTTACAAGT
GAAATGATTTTTACAGATCTTTAACAAACTTCTAAATTGTTTTAATTTTC
CCTGACCTCATGGTTGGGGTGTTTAGGCACTAGTAATTATGTATACAGTC
TACTCTGTGTTTCCTGCCAGATTGAGGTAGAAGAATAGATTATTATTTAT
TATTGCGTTTAAGTTTGGAATTTCAATGGAATCAATTAGAAATTTTGTCG
CGCCCGTACACAATTCGAAAATATCATCTCGCATCTGACTACTGTAATCC
AAGAATTATTGATAATCGCTAGACTTACATAGGAGCAACTTTAGCATTGC
TTCCTGATTATAATGCTCTATCTCACTTTCGCTGTTTGTTTTATACTACC
GTGTTTTGTATTCGTTACCTTTTCGTTCGGTGTTATCTCCTAATTACGTT
TCGATGTCAATCCTCTATTTTTATACGGTCGTAGGACTTCAGCAATGTTA
GATGTGTCCGAGGATTCGTGTCTAGTCTTGA
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