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Resumo O manguezal ¢ considerado um bioma costeiro tropical caracterizado pela inundagdo periddica das
marés, o que confere a este ambiente caracteristicas unicas e especificas. Possui grande quantidade de material
lignocelulésico composto principalmente pela celulose, hemicelulose e lignina. Os micro-organismos
xilanoliticos sdo responsaveis por degradar a hemicelulose, composta pelo polissacarideo xilana, em xilo-
oligossacarideos que podem ser utilizados em diversos setores industriais. Neste contexto, o presente trabalho
teve por objetivo o isolamento, a caracterizagdo e a identificagdo de bactérias xilanoliticas provenientes de uma
area de manguezal, impactada com derramamento de petrdleo, localizada no municipio de Bertioga, Sdo Paulo.
Ao todo foram obtidas 44 estirpes potencialmente xilanoliticas, assim caracterizadas com base em suas
atividades enzimaticas. Por meio do método qualitativo cup plate foi possivel identificar que dos 44 isolados 43
demostraram halo de degradagdo indicando atividade da enzima xilanase com indices enzimaticos (IE) variando
entre 0 e 10,9. A estirpe bacteriana 11 (Bacillus megaterium) foi a que se destacou das demais por ter
apresentado o maior IE (10,9). Quando submetidas ao teste quantitativo por meio do método colorimétrico com
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), o isolado 39 (Bacillus stratosphericus) se destacou produzindo uma atividade
enzimatica de 0,43 U/mL. O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA das estirpes permitiu a caracterizagio
de dois grupos genotipicos: Bacillus e Paenibacillus. De maneira geral, os isolados obtidos demostram serem
promissores produtores de enzimas extracelulares de interesse biotecnologico, podendo estas enzimas
apresentarem caracteristicas particulares devido a sua evolu¢do dentro das condigdes Uinicas encontradas nos

solos de manguezais.

Palavras-chave: Bactéria, Xilanase, Potencial biotecnologico e 16S RNAr

Abstract The mangrove is considered a tropical coastal biome characterized by periodic flooding of the tides.
This environment has unique and specific characteristics. This ecosystem has a large amount of lignocellulosic
material mainly composed of cellulose, hemicellulose and lignin. The xylanases degrade hemicellulose into
xylooligosaccharides that can be used in various industrial sectors. In this context, this study aimed to isolation,
characterization and identification of xylanolytic bacteria from a mangrove area, impacted by the oil spill, in the
city of Bertioga, Sdo Paulo. We obtained 44 potentially xylanolytic bacteria, and after that, we held up the
enzymatic activity tests. Through the qualitative method cup plate was identified that 43 of the 44 isolates
demonstrated degradation halo indicating activity of the xylanase enzyme, with enzyme index (IE) ranging from
0 to 10.9. The bacterial strain 11 (Bacillus megaterium) was the one that stood out from the others because it
presented the highest IE (10.9). When the isolates were subjected to quantitative test by colorimetric method
with 3,5-dinitrosalicilico (DNS), the 39 (Bacillus stratosphericus) stood producing an enzyme activity of 0.43
U/mL. The partial 16S rRNA gene sequencing of the strains allowed the characterization of two genotypic
groups: Bacillus and Paenibacillus. In general, isolates were obtained demonstrate promising producing
extracellular enzymes industrial and biotechnological interest, can present particular characteristics of these

enzymes due to their evolution into the unique conditions found in mangrove soils.
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Abreviacoes

BOD: Camara de crescimento

DC: Diametro médio da colonia

DH: Diametro médio do halo de degradagéo
DNS: Acido 3,5-dinitrosalicilico

IE: indice Enzimatico

LB: Laria Bertani

MMX: Meio Minimo com Xilana

U: Unidade de Enzima
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Introducao

Os manguezais estdo localizados em regides tipicamente inundadas pelas marés tais como: estudrios, lagoas
costeiras, margens de baias, barras e enseadas. Este ecossistema ¢ caracterizado pela mistura de aguas doces e
salgadas, solos anaerobios/aerdbios e uma salinidade que varia de 4 e 30% (Zahran 1997; Schaeffer-Novelli et
al. 2000). Apresentam condi¢des ambientais bastante peculiares e estdo constantemente expostos a variagdes,
principalmente devido ao regime de marés da regido onde se encontram.

A microbiota que compde este ambiente estd adaptada a estas condi¢cdes consideradas inodspitas e
extremas a outros organismos. A populagdo bacteriana presente nos manguezais € mais abundante do que a de
fungos, sendo possivel sugerir que sua atividade metabdlica exerca uma grande influéncia nos ciclos
biogeoquimicos deste ambiente. Alguns géneros encontrados nos manguezais e suas respectivas fungdes sdo:
Desulfovibrio (redutoras de sulfato), Azospirillum (fixadoras de nitrogénio) e Bacillus (solubilizadoras de
fosfato) (Kathiresan and Qasim 2005). A comunidade bacteriana desenvolve um papel essencial na ciclagem dos
nutrientes, atuando de forma importante na degradagdo da matéria organica e ciclagem de seus componentes,
como carbono, nitrogénio, enxofre e fosforo (Alongi et al. 1993).

O material lignocelulésico presente nos manguezais ¢ composto em sua maior parte pelos polimeros
celulose, hemicelulose e lignina. A hemicelulose ¢ um polissacarideo heterogéneo, e por isso, se difere da
celulose que possui apenas unidades de D-glicose. As unidades de acticares da hemicelulose sdo compostas por
pentoses (D-xilose, L-arabinose e L-ramnose), hexoses (D-glicose, D-manose ¢ D-galactose) e acidos urdnicos
(acidos 4-O-metil-D-glucurdnico) (Canettiere 2004). O principal carboidrato que compde a hemicelulose ¢ a
xilana. Sua estrutura em geral possui uma cadeia linear composta por unidades de D-xilose unida por ligagdes
glicosidicas B- 1,4. De acordo com as ramificagdes encontradas no esqueleto da xilana, esta pode ser
denominada homoxilana, arabinoxilana, glicuronoxilana ou glicuronoarabinoxilana (Shallom and Shoham
2003).

Devido a complexidade molecular, a quebra total da xilana requer a agdo de um complexo
multienzimatico, composto por endo e exoenzimas (Kalogeris et al. 2001). A endo-1,4-B-xilanase, também
conhecida como xilanase, ¢ uma enzima responsavel por transformar a xilana em xilo-oligossacarideos,
moléculas de baixo grau de polimerizagdo passiveis de serem utilizadas para geragdo de produtos com valor
agregado (Polizeli et al. 2005). A xilanase e seus produtos podem ser utilizados em diferentes setores industriais,
como: produgdo de bioetanol (de Vries and Visser 2001), ragdo animal (Damiano et al. 2003), inddstrias de
papel (Tan et al. 2008), biobranqueamento (Valss and Roncero 2009; Birijlall et al. 2011), clareamento de sucos
e cervejas (Biely 1985), bioenergia (Chiranjeevi et al. 2012) e producdo de paes (Beg et al. 2001).

A utilizagdo de enzimas microbianas ¢ mais vantajosa em relagdo as obtidas de fontes vegetais e
animais devido a sua maior disponibilidade, maior especificidade, menor custo de produgdo, estabilidade
estrutural e facil manipulagdo genética (Poorna and Prema 2006). Sdo de grande interesse pelo fato de ndo
gerarem residuos toxicos, preservando o meio ambiente e reduzindo os custos dos processos industriais (Said
and Pietro 2002; Nascimento et al. 2007). A demanda por novas enzimas com caracteristicas especiais como alta
termoestabilidade e a tolerdncia a diferentes concentracdes de salinidade é requerida em alguns processos
industriais (Ventosa et al. 1998; Hough and Danson 1999; Jiang 2008). O estudo de novos isolados microbianos

que produzam enzimas com estas caracteristicas é de extrema importancia. Ambientes como 0s manguezais
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podem representar uma fonte promissora e inexplorada para o rastreamento de biocatalizadores microbianos
com este potencial biotecnoldgico, devido suas caracteristicas ambientais.

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo isolar, caracterizar e identificar bactérias
envolvidas na degradagdo da hemicelulose (xilana), a partir de amostras de solo de manguezal altamente
impactado por um derramamento de petroleo. Os objetivos especificos visam: obtenc¢do de isolados bacterianos
com atividade xilanolitica a partir de amostra de solo de manguezal; determinagdo da atividade enzimatica em
meio de cultivo especifico com xilana como substrato e posterior observacdo de halos de degradagio; avaliagdo
da atividade enzimatica pelo método de agtcares redutores; identificagdo dos isolados obtidos por meio do

sequenciamento parcial do gene 16S rRNA.

Materiais e métodos

Amostragem

O manguezal onde foi realizada a amostragem do solo esta localizado no municipio de Bertioga, no Estado de
Sdo Paulo. Este ambiente sofreu um impacto causado por um derramamento de aproximadamente 35 milhdes de
litros de petroleo no ano de 1983 e as consequéncias da contaminagdo continuam presentes (Andreote et al.
2012). A area de amostragem foi georreferenciada com o auxilio de um GPS (Sistema de Posicionamento
Global) e possui a seguinte coordenada central: latitude 23°53°49°’S e longitude 46°12°28’W. A amostragem
foi realizada em novembro de 2010. Foram coletadas amostras em trés pontos diferentes, em triplicatas, de uma
profundidade de 30 cm da superficie do solo. Aliquotas de 50 g de cada uma das amostras foram agrupadas para
compor uma amostra composta. Esta foi homogeneizada e posteriormente utilizada para o isolamento das

bactérias.

Isolamento e purificag@o das bactérias

Para o isolamento das bactérias, 10 g da amostra composta foram adicionados em 90 mL de solugdo salina
esterilizada (NaCl, 0,85%) em frascos Erlemeryers devidamente tampados, os quais foram agitados a 300 rpm
durante 30 minutos. Procedeu-se entdo as dilui¢des seriadas de fator 10 da suspensdo bacteriana. Aliquotas de
0,1 mL das dilui¢des 10 a 10~ foram inoculadas em placas de Petri contendo o meio de cultura minimo de sais
com adi¢do de xilana de beechwood da Sigma (MMX) como unica fonte de carbono (g/L): extrato de levedura
0,5; nitrato de sodio 0,5; fosfato de potassiol,0; sulfato de ferro 0,01; xilana beechwood da Sigma 2,0 ; agar 15;
pH 7,0. As placas foram encubadas em camaras de crescimento (BOD) a temperatura de 28°C por 48 horas. As
colonias obtidas foram selecionadas aleatoriamente e novamente estriadas em placas de Petri contendo o meio
de cultura minimo de sais com adi¢do de xilana de beechwood da Sigma (MMX) para a sua purificagdo. Antes
dos isolados serem armazenados foi realizado um teste de confirmacdo da atividade xilanolitica por meio da
identificacdo de halos de degradac@o ao redor da coldnia pura, sendo estes evidenciados com a adigdo de uma

solugdo de iodo (Kasana et al. 2008). As coldnias puras foram armazenadas em meio Luria Bertani (LB) liquido
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(g/L): triptona 10; extrato de levedura 5; NaCl 5; pH 7.0 com glicerol 50% (1:1) a -20°C (Sambrook and Russel
2001).

Determinagdo do potencial enzimatico- método qualitativo

Para a determinagdo qualitativa do potencial enzimatico das bactérias isoladas foi utilizado o método cup plate
(Dingle et al. 1953). Inicialmente os isolados foram reativados em meio Luria Bertani (LB) sdlido ¢ mantidos
em camara de crescimento (BOD) a 28°C por 48 horas. Com o auxilio de um palito estéril, as bactérias foram
repicadas, em triplicatas, nas placas contendo o meio minimo com xilana beechwood da Sigma (MMX). As
placas foram incubadas em camara de crescimento (BOD) a 28°C por 72 horas e apds este periodo, a atividade
da enzima xilanase foi confirmada por meio da presenga de zonas claras indicando halos de hidrolise ao redor
das coldnias. O halo de degradagdo foi evidenciado pela adi¢ao de solucdo de iodo a (2,0 g de KIe 1,0 g de iodo
em 300 ml de agua destilada) e posterior lavagem das placas com NaCl 5M (Kasana et al. 2008). Foi utilizado
como controle positivo do meio de cultivo o fungo Aspergillus sp e como controle negativo a bactéria
Escherichia coli. A atividade xilanolitica foi expressa pelo indice enzimatico (IE), determinado pela razdo entre
o didametro médio do halo de degradagdo (dh) e o diametro médio da coldonia (dc) (Sharma et al. 2002). As
medidas foram mensuradas com o auxilio de uma régua milimetrada e expressas em centimetros. Os maiores

indices representaram a maior atividade (Stamford et al. 1998).

Determinagdo do potencial enzimatico- método quantitativo

Para a determinagdo quantitativa do potencial enzimatico das estirpes foi utilizado o método colorimétrico acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Miller et al. 1959). Este mensura a liberagdo de agucares redutores resultantes da
atividade enzimatica. Os isolados foram cultivados, em triplicatas, durante 4 dias em frascos Erlemeryers
contendo 15 ml de meio de cultura minimo de sais com adi¢do de xilana de beechwood da Sigma (MMX)
liquido, sob agitagdo de 150 rpm a 28°C. Apos este periodo, 2 mL de cada amostra foi centrifugada a 13.000
rpm por 20 minutos a 4°C. Uma aliquota de 50 pL do sobrenadante foi retirada para ser utilizado no teste
enzimatico (Samanta et al. 2011). O teste foi conduzido adicionando 50pL da enzima bruta em 450 uL de uma
solu¢do de 1% de xilana de beechwood (Sigma) em tampdo fosfato de sddio (100 mM). Essa mistura foi
incubada por 15 minutos a 50°C em banho-maria e a reagdo foi interrompida com a adicao de 1 ml do reagente
acido 3,5-dinitrosalicilico. Apos esse processo, as amostras foram mantidas por 5 minutos em banho-maria
fervente, resfriadas a temperatura ambiente, adicionado 3 ml de agua destilada e analisadas por leitura de
absorbancia, no aparelho microplate reader Cary® 50 (Varian. Walnut Creek. CA. USA), no comprimento de
onde de 540 nm (Teixeira et al. 2012). O experimento foi conduzido em triplicata e os resultados foram obtidos
segundo a construgdo de uma curva padrdo com concentragdes conhecidas de xilose. A atividade enzimatica foi
expressa unidade de enzima (U), definida como quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1 pmol de

acucar redutor por mililitro por minuto em condigdes normalizadas (1U = 1 pmol/mL/min).



195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233

Caracterizacdo molecular dos isolados

A identificagdo dos isolados foi baseada no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Para isto, utilizaram-se
os oligonucleotideos iniciadores pR1387 (5’-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3’) (Heyer et al. 1997) e
p027 (5’-GAGAGT TTGATCCTGGCTCAG-3’) (Lane et al. 1985). A reacao de PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase) com um volume final de 50 pl consistiu na seguinte mistura: 1 pl de DNA (aprox. 50 ng), 7,5 ul
MgCl12 (25mM), 4 ul de dNTP’s (2,5mM), 0,1 pl dos primers pR1387 e p027 (100mM), 5 pl Taq Buffer (10X),
0,5 ul de Tag DNA polimerase (5 U.uL-1) e 31,8 ul de agua Milli-Q autoclavada. A amplificagdo foi realizada
em um termociclador Gene Pro Thermal Cycler utilizando a seguinte programacgao: desnaturagédo inicial a 94°C
por 4 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo (94°C por 30 segundos), anelamento (63°C por 1 minuto), extensdo
(72°C por 1 minuto) e uma extensao final a 72°C por 10 minutos (Odee et al. 2002).

A purificagdo dos produtos de PCR (16S rRNA) para posterior sequenciamento foi realizada segundo
Sambrook & Russell (2001) com algumas modificagdes. A rea¢do de amplificagdo com um volume final de 10
pl consistiu na seguinte mistura: 1,5 pl de tampdo “Save Money” (200 mM Tris-HCl pH 9,0; 5SmM
MgCl12.6H20), 1 pl do oligonucleotideo p027 (5’-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’), 1 pl de DNA
(~80ng), 1 ul de “Big Dye” e 5,5 ul de agua Milli-Q autoclavada. A amplificacdo foi realizada em um
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Life Technologies) utilizando os seguintes ciclos: desnaturacao
inicial a 95°C por 1 minuto, 35 ciclos de desnaturagdo (96°C por 15 segundos), anelamento (50°C por 15
segundos) e extensdo (60°C por 4 minutos). Apds o término da reagdo de sequenciamento, o produto de PCR foi
purificado e precipitado com acetato de sddio e etanol e posteriormente submetido ao sequenciador automatico
ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Life Technologies), seguindo instrugdes do fabricante.

As sequéncias geradas foram importadas para o programa Codoncode Aligner v. 2.0.4 (CodonCode
Corporation, Dedham, Massachusetts, USA). Por meio da ferramenta “clip ends” as sequéncias foram trimadas.
Foram considerados somente os nucleotideos com valor de qualidade de sequenciamento > 500, equivalente a
qualidade Phred > 20. As sequéncias validas foram utilizadas para uma busca de similaridade por BLASTn no
banco de dados GenBank (Basic Local Alignment Search tool) disponivel no site NCBI (National Center for
Biotechnology Information — www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias com maior similaridade com as obtidas no
presente estudo foram utilizadas para a inferéncia com base em arvore filogenética construida com o auxilio do
programa MEGA6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0). A arvore foi construida
primeiramente pelo alinhamento das sequéncias realizado pelo Muscle, posteriormente convertido numa matriz
de distancia determinada pelo pardmetro Kimura-2 (Kimura 1980) e agrupada pelo método de Neighbor-Joining
(Saitou and Nei 1987). A consisténcia da estrutura da arvore foi determinada pela analise de bootstrap, feita com
base em 1000 sub-amostragens na matriz de distdncia. Sequéncias identificadas como Streptomyces,

distantemente relacionadas as encontradas no presente trabalho foram utilizadas como out-group nesta filogenia.
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Resultados

Isolamento

Para realizar a busca de bactérias xilanoliticas utilizou-se um meio de cultivo especifico com xilana como tnica
fonte de carbono. Ao todo foram obtidas 44 estirpes bacterianas isoladas de uma amostra composta de solo de

manguezal. Dos 44 isolados apenas o 39 (Bacillus stratosphericus) ndo apresentou formagao do halo.

Determinacdo do potencial enzimatico — teste qualitativo

Das 44 estirpes bacterianas testadas, 43 demostraram atividade xilanolitica quando submetidas ao método
qualitativo cup plate. Apenas a estirpe 39 (Bacillus stratosphericus) ndo apresentou formagao de halo de
degradacdo. O isolado 29 (Bacillaceae bacterium) apresentou a formagdo de uma zona clara quando cultivada
em MMX, porém devido ao seu padrio de crescimento desuniforme, ndo foi possivel determinar o seu indice
enzimatico (IE). Os indices enzimaticos das estirpes variaram de 0 a 10,9. O isolado que apresentou o menor
valor foi o 33 (Bacillus sp. FJAT-21913) com IE de 1,2 e o isolado que apresentou maior valor foi o 11 (Bacillus
megaterium) com um IE de 10,9 (Figura 1).

Determinagdo do potencial enzimatico — teste quantitativo

Independente dos resultados prévios obtidos os 44 isolados foram submetidos ao teste quantitativo. Destes,
apenas dois (7 e 46) ndo se multiplicaram quando cultivados em MMX liquido, o que fez com que este ensaio
tenha gerado resultados com 42 estirpes. A produgdo da enzima xilanolitica variou de 0,02 a 0,43 U/ml. O
isolado 39 (Bacillus stratosphericus) que foi inicialmente considerado um micro-organismo nao xilanolitico,
pois ndo apresentou halo de degradag@o quando cultivado em MMX, demostrou a maior atividade quando
submetido a0 método colorimétrico DNS com média de 0,43 U/ml. O isolado 3 (Bacillus infantis) foi o que

apresentou a menor atividade enzimatica com média de 0,02 U/ml (Figura 2).

Caracterizag@o molecular dos isolados

Apds o processamento inicial as sequéncias validas foram utilizadas para uma busca de similaridade por
BLASTn no banco de dados GenBank revelando valores de semelhanca que variaram entre 99% a 100% com
fragmentos de aproximadamente 400 — 1100 pares de bases. A reconstrugdo filogenética demonstrando as
relagdes entre os isolados analisados com as sequéncias dos organismos mais similares presentes no banco de
dados revelou a afiliacdo dos todos os isolados ao filo Firmicutes. O género Bacillus, pertencente a familia
Bacillaceae, abrigou 89% dos isolados. O género Paenibacillus, pertencente a familia Paenibacellacea, abrigou

os outros 11% dos isolados (Figura 3 e Tabela 1)
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Discussao

Isolamento

O manguezal possui caracteristicas fisico-quimicas consideradas inéspitas a outras espécies de vida (Booth et al.
2002). E considerado um ambiente complexo ndo apenas por sua diversidade biologica, mas principalmente
devido a sua diversidade funcional. Estes aspectos conferem a este ecossistema uma alta capacidade de
resiliéncia e tendéncia a resistir mais eficientemente as perturbagdes tanto naturais quanto causadas pelo
homem. Neste contexto, a escolha da area para o isolamento e obten¢do das bactérias xilanoliticas, do ponto de
vista biotecnologico, pode representar uma fonte promissora para a bioprospec¢do de micro-organismos de

interesse comercial.

Determinagdo do potencial enzimatico- teste qualitativo

Segundo Lealem & Gashe (1994), micro-organismos que possuem um IE maior ou igual a 2,0 sdo considerados
bons produtores de enzimas extracelulares em meio solido. Este parametro € utilizado por diversos autores como
medida comparativa da atividade enzimatica (Oliveira 2007; Fernandes, 2009; Asad et al. 2011; Pereira 2012;
Carmo et al. 2014). Com base nesta premissa, temos que a maioria dos isolados apresentou altos indices de
producao da enzima alvo. Se tragarmos um novo limite de selecdo, com IE maior ou igual a 5,0 temos que 73%
dos isolados apresentaram bons valores.

Quando comparados com os valores encontrados na literatura, os resultados de atividade xilanolitica
das estirpes também podem ser considerados promissores. Eida et al. (2012), trabalharam com bactérias
provenientes de duas compostagens (café e serragem) e obtiveram indices enzimaticos que variaram de 0,56 a
2,84. Koroiva et al. (2013) trabalharam com o isolamento de bactérias presentes no trato digestivo do
invertebrado Stenochironomus, responsaveis por degradar a material lignoceluldsico utilizado como fonte de
carbono por estes organismos. Os autores avaliaram a atividade xilanolitica das bactérias por meio do IE e
obtiveram uma variacdo dos valores de 0 a 3,9. Singh et al. (2015) isolaram bactérias dos géneros Bacilllus,
Stenotrophomonas e Pseudomonas do trato intestinal de coalas com indices enzimaticos que variaram de 0 a
4,5. Os autores consideraram estes isolados como promissores na utilizagdo em processos industriais. Tendo em
vista que a maioria dos isolados obtidos no presente trabalho supera os valores encontrados na literatura, estes
podem possivelmente serem considerados bons produtores de enzimas extracelulares com possivel aplicacio

biotecnologica.

Determinagdo do potencial enzimatico - teste quantitativo

O isolado 39 que nao apresentou formagao de halo de degradacdo pelo método cup plate, obteve o maior valor
de atividade enzimatica determinada pelo método DNS. Os valores de atividade enzimatica nem sempre possui
correlagdo com os valores de indice enzimatico (IE). Bortolazzo (2011) encontrou resultados semelhantes ao

observar que um de seus isolados fungicos ndo possuia uma relagdo de alto indice enzimatico com uma alta
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producao de celulase. Segundo Almeida (2013), alguns de seus isolados fingicos xilanoliticos e celuloliticos
apresentaram altos indices enzimaticos, porém, menores quantidades de enzima produzidas.

O isolado 39 obteve apresentou uma atividade enzimatica de 0,43 U/mL. Khianngam et al. (2012) isolaram
bactérias xilanoliticas identificadas como Paenibacillus que apresentaram uma atividade entre 1,07 a 3,20
U/mL. Seo et al. (2013) isolaram bactérias pertencentes a espécie Bacillus licheniformis que apresentaram
atividade xilanolitica de 0,44 U/mL quando cultivados em meio minimo com xilana. Além destes, outros autores
reportaram atividade enzimatica de bactérias do género Bacillus e Streptomyces alguns valores maiores aqueles
encontrados no presente trabalho (Shoham et al. 1992; Subramaniyan et al. 2000; Dhillon et al. 2000; Beg et al.
2000; Techapun et al. 2001).

Segundo Kulkarni et al. (1999), o rendimento na produgdo de xilanases em experimentos deste tipo ¢
governado por alguns fatores-chave. Alguns deles possuem um efeito combinado sobre o nivel da expressao
génica que da origem a enzima, como por exemplo, acessibilidade ao substrato, quantidade de liberacdo e
natureza quimica dos xilo-oligossacarideos. Outros pardmetros que podem afetar a atividade e a produtividade
de xilanase incluem o pH, temperatura e agitagao (Kulkarni et al. 1999).

Amore et al. (2014) isolaram bactérias xilanoliticas do género Bacillus, Lysinibacillus e Streptomyces a
partir de solos hiimicos com uma atividade enzimatica bruta que variou de 0,4 a 0,6 U/mL. Porém, quando
alteradas as condi¢des de cultivo destes organismos, dois deles atingiram uma atividade maxima de 9,4 e 10,5
U/mL. Isto deixa claro que diferentes formas de cultivo devem ser avaliadas de maneira atingir rendimentos

elevados da produgdo enzimatica (Porsuk et al. 2013; Gupta et al. 2013; Abo-State et al. 2013) .

Caracterizacdo molecular dos isolados

O agrupamento das sequéncias com as pertencentes ao banco de dados GenBank revelou a afiliagdo dos todos os
isolados bacterianos ao filo Firmicutes. Segundo Andreote et al. (2012), no estudo da microbiota dos
manguezais por meio de andlises metagenomicas, verificou que o filo Firmicutes foi o segundo mais abundante
no mesmo manguezal utilizado no presente trabalho para o isolamento das bactérias xilanoliticas. Este grupo
filogenético possui um papel essencial no processo de degradacdo de matéria organica e de xenobidticos, uma
vez que possui uma grande capacidade de promover reagdes catabdlicas de diversos compostos organicos
recalcitrantes (Winderl et al. 2008).

O género Bacillus que abrigou o maior nimero de isolados ¢ o grupo de maior importincia
biotecnologica e aplicacdo industrial dentro do dominio Bactéria (Schallmey et al., 2004). Inimeras enzimas
hidroliticas pertencentes a este género vém sendo caracterizadas. Entre elas destacam-se as xilanases (Nagar et
al., 2010), celulases (Romero-Garcia et al., 2009) e amilases (Asoodeh et al., 2010), com algumas ja sendo
utilizadas em larga escala nos processos de bioconversao (Maki et al., 2009). Do ponto de vista ecoldgico, o
género Bacillus possui um papel fundamental para a manutencdo dos ciclos biogeoquimicos. A maior parte das
espécies que o compde participa ativamente dos processos de decomposicdo de matéria organica. No género
Bacillus, sdo descritos diversas xilanases extracelulares com agdo livre e com multidominios cataliticos.
Segundo Schallmey et al. (2004), cepas deste género continuam a ser micro-organismos dominantes para a

producao de enzimas com potencial biotecnologico.
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O género Paenibacillus que abrigou o restante dos isolados ¢ capaz de hidrolisar materiais
lignoceluldsicos e sao frequentemente isolados e identificados a partir de amostras de solo e de planta (Rivas et
al., 2005). Varios membros do género Paenibacillus secretam enzimas extracelulares como xilanase e celulase e
seu sistema enzimatico tem sido cada vez mais estudado pela comunidade cientifica (Gallardo et al, 2003; Pason
et al, 2006; Lee et al., 2007).

De maneira geral, este estudo permitiu descrever os grupos microbianos cultivaveis, que apresentam
alta capacidade xilanolitica, em amostras de sedimento de um manguezal contaminado com petroleo. Isto elenca
os grupos de Bacillus e Paenibacillus como potenciais degradadores de material lignoceluldsico que hospedam
caracteristicas enzimaticas complementares as condi¢des ambientais prevalentes nos solos de manguezais. Este
fato, pode possivelmente contribuir para novos estudos de atividade enzimatica como alteragdo de temperatura,

salinidade e pH para a descri¢@o do potencial enzimatico dos isolados obtidos no presente trabalho.
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Legenda das figuras

Figura 1: indice enzimatico (IE) dos 44 isolados bacterianos provenientes de uma amostra composta de
sedimento de manguezal, area de derramamento de petrdleo, localizada na cidade de Bertioga, Sdo Paulo. O IE
foi calculado pela a razdo do didmetro médio do halo de degradagdo e o didmetro médio da colonia (cm). As
barras de erros indicam o desvio padrdo acima da média (n = 3).

Figura 2: Atividade xilanolitica quantitativa de 42 isolados bacterianos provenientes de uma amostra composta
de sedimento de manguezal, area de derramamento de petroleo, localizada na cidade de Bertioga, Sdo Paulo. A
atividade foi medida pela propor¢do de acucares redutores liberados pela hidrolise enzimatica da xilana. As
barras de erros indicam o desvio padrio acima da média (n = 3).

Figura 3: Reconstrucdo filogenética demonstrando as relagdes entre os isolados analisados com as sequéncias
dos organismos mais similares presentes no banco de dados. A filogenia foi determinada pelo método Neighbor
joining e a relagdo entre as sequéncias foi inferida usando método muscle. Sequéncias de Streptomyces foram
usadas como grupo externo para enraizamento da arvore. Os valores nos ramos indicam a frequéncia de

agrupamento dos mesmos, determinada pelo teste de bootstrap, com replicagdo de 1000 vezes.
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Figura 3
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Tabelal: Caracterizagdo por similaridade obtida a partir da comparagdo das sequencias parciais do gene 16S

rRNA de bactérias xilanoliticas isoladas de sedimento de manguezal com as sequéncias contidas no banco de

dados GenBank. (fragmentos de aproximadamente 400 -1100 pares de bases)

(Continua)
Isolados NCBI* N° de acesso E-value** IS (%)***
2 Bacillus thuringiensis KP419970.1 0 99%
3 Bacillus infantis KJ186076.1 0 99%
4 Bacillus sp. P5.0il .1 KJ756174.1 0 99%
6 Bacillus megaterium LC011867.1 0 99%
7 Bacillus vietnamensis AB697709.1 0 99%
8 Bacillus sp. P5.0il.1 KJ756174.1 0 99%
9 Bacillus pseudomycoides KJ767330.1 0 99%
10 Bacillus sp. P5.0il.1 KJ756174.1 0 99%
11 Bacillus megaterium LC011867.1 0 99%
12 Bacillus methylotrophicus KF217257.1 0 99%
13 Bacillus methylotrophicus KC573497.1 0 98%
14 Bacillus subtilis JQ308555.1 0 99%
15 Bacillus sp. P5.0il .1 KJ756174.1 0 95%
16 Bacillus aquimaris JQ799058.1 0 99%
18 Bacillus indicus KF791344.1 0 99%
19 Bacillus sp. P5.0il .1 KJ756174.1 0 99%
21 Bacillus vietnamensis AB999916.1 0 99%
22 Bacillus pseudomycoides KJ767330.1 0 99%
23 Bacillus aquimaris JQ799058.1 0 98%
25 Bacillus thuringiensis KP419970.1 0 99%
26 Bacillus sp. P5.0il.1 KJ756174.1 0 98%
27 Paenibacillus polymyxa HE981790.1 0 99%
28 Bacillus megaterium LC011867.1 0 99%
29 Bacillus thuringiensis KP419970.1 0 100%
30 Bacillus vietnamensis AB999916.1 0 99%
31 Bacillus thuringiensis KP419970.1 0 99%
32 Bacillus megaterium KP419970.1 0 99%
33 Bacillus sp. FIAT-21913 KM978194.1 0 99%
34 Bacillus sp. P5.0il.1 KJ756174.1 0 99%
35 Bacillus aryabhattai KT003255.1 0 99%
36 Bacillus megaterium LCO011867.1 0 99%
37 Paenibacillus polymyxa HE981790.1 0 99%
38 Paenibacillus polymyxa KC189948.1 0 98%
39 Bacillus stratosphericus KT072094.1 0 99%
40 Bacillus pseudomycoides KJ767330.1 0 98%
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Tabelal: Caracterizagdo por similaridade obtida a partir da comparacao das sequencias parciais do gene 16S

rRNA de bactérias xilanoliticas isoladas de sedimento de manguezal com as sequéncias contidas no banco de

dados GenBank. (fragmentos de aproximadamente 400 -1100 pares de bases)

(conclusdo)
Isolados NCBI* N° de acesso E-value** IS (%)***

42 Paenibacillus polymyxa HE981790.1 0 99%
43 Bacillus aquimaris JQ799058.1 0 98%
44 Bacillus sp. FJAT-21913 KM978194.1 0 99%
45 Bacillus vietnamensis AB999916.1 3.00E-180

46 Bacillus pseudomycoides KJ767330.1 0 99%
48 Bacillus methylotrophicus KP019256.1 0 100%
49 Paenibacillus polymyxa HE981790.1 0 99%
50 Bacillus vietnamensis AB697709.1 0 98%
51 Bacillus sp. P5.0il.1 KJ756174.1 0 99%

*National Center for Biotechnology Information; ** O valor do e-value sugere que quanto mais proximo de zero este estiver,

mais confiavel é o alinhamento das sequéncias; ***Indice de similaridade: 0-100%
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