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RESUMO

O reaproveitamento de residuos agroindustriais tem sido o foco de diversas pesquisas,
principalmente no campo da biotecnologia, devido a biomassa desses residuos seremricas
de polimeros que possuem um alto valor agregado, como € o caso da Xilana. A xilana é a
principal hemicelulose, sendo o segundo polissacarideo mais abundante, a mesma possui
diversas aplicabilidades na indUstria alimenticia, farmacéutica e biotecnolégica, podendo
ser utilizada na prospecgdo enzimatica utilizando microrganismos, como bactérias. Este
trabalho teve como objetivo extrair a xilana do sabugo do milho, bagaco e palha da cana-
de-agUcar para bioprospeccdo de xilanases utilizando isolados bacterianos provenientes
de amostras do solo da Usina Japungu Agroindustrial S/A, localizada no municipio de
Santa Rita — Paraiba. Como resultados da etapa de extracdo da Xilana dos residuos da
cana-de-acucar foi obtido um rendimento de 4,62g para palha e 3,80g para o0 bagaco,
partindo de 30g de residuo. Para caracterizacdo das Xilanas obtidas utilizou-se o método
de Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), no qual
apresentaram as principais bandas caracteristicas da xilana. Para prospeccéo de xilanases
foram selecionadas 16 isolados do banco de microrganismos do Laboratorio de
Biotecnologia Celular e Molecular, no qual para producéo enzimatica, os isolados foram
adicionados em placas de Petri contendo o meio agar/Luria Bertani, adicionado 0,4%
xilana do sabugo do milho, bagaco e palha da cana-de-aclcar e xilana comercial
(Beechwood), separadamente. As cepas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°
C por 72 h, e apos este periodo, utilizou-se a coloracdo com vermelho congo (0,1%), para
observacdo do halo de degradacdo e determinacdo do indice enzimatico (IE). Entre as
cepas positivas para xilanase (11 no total), 5 cepas foram positivas para os 4 tipos de
xilanas utilizados e 6 cepas positivas apenas para xilana comercial. Para producéao
enzimatica foram selecionadas as cepas JS19, que apresentou IE > 2, em todos 0s meios
testados e JS20, que apresentou producdo enzimatica apenas no meio contendo xilana
comercial. As cepas foram cultivadas em caldo nutriente adicionado 0,5% do residuo
industrial, sabugo do milho, palha e bagaco da cana-de-agucar, e incubadas em shaker
(150 rpm), 37° C, por 72 h, para avaliacdo da atividade enzimatica (U/mL), pelo método
de acucares redutores (&cido 3,5-dinitrosalicilico - DNS). Os resultados mostraram que a
cepa JS19 apresentou uma maior producdo enzimatica, variando de 0,74 a 0,92 (U/mL),
em relacdo a cepa JS20 (0,12 a 0,30 U/mL). As bandas das xilanases visualizadas em gel
de poliacrilamida (Zimograma) se apresentaram em torno de 60-66,2 kDa. Foi realizado
0 sequenciamento dos isolados JS19 e JS20 utilizando 0 16S rRNA, no qual ambas foram
identificadas no nivel de Género, Bacillus e Priestia respectivamente. O isolado JS19 foi
depositado no GenBank como Bacillus sp., JS19 sob codigo (OM759815). Estes dados
preliminares mostram que o reaproveitamento dos residuos agroindustriais, como milho
e cana-de-acUcar, sdo promissores para obtencdo de xilanas, bem como, para
bioprospecc¢do enzimatica utilizando microrganismos como bactérias isoladas do solo.

Palavras-chave: Bagaco da cana-de-agucar; palha da cana-de-agucar; lignocelulose;
hemicelulose; residuo industrial; bioprospeccao.



ABSTRACT

The reuse of agro-industrial residues has been the focus of several researches, mainly in
the field of biotechnology, due to the biomass of these residues being rich in polymers
that have a high added value, such as xylan. Xylan is the main hemicellulose, being the
second most abundant polysaccharide, it has several applications in the food,
pharmaceutical and biotechnological industry, and can be used in enzymatic prospecting
using microorganisms, such as bacteria. This work aimed to extract xylan from three
agricultural municipalities, corn cob, sugarcane bagasse and sugarcane straw for
bioprospecting of xylanases used isolated from soil bacteria from Usina Japungu
Agroindustrial S/A, located in Santa Rita — Paraiba. As a result of the xylan extraction
step from sugarcane residues, a yield of 4.62g for straw and 3.80g for bagasse was
obtained, starting from 30g of residue. To characterize the xylans obtained, the Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) method was used, which showed the main
characteristic bands of xylan. For xylanase prospection, 16 isolates were selected from
the microorganism bank of the Laboratory of Cellular and Molecular Biotechnology, in
which for enzymatic production, the isolates were added in Petri dishes containing the
agar/Luria Bertani medium, added 0.4% xylan from the cob from corn, bagasse and
sugarcane straw and commercial xylan (Beechwood), separately. The strains were
incubated in a bacteriological oven at 37°C for 72 h, and after this period, staining with
Congo red (0.1%) was used to observe the degradation halo and determine the enzymatic
index (IE). Among the xylanase positive strains (11 in total), 5 strains were positive for
the 4 types of xylans used and 6 strains were positive only for commercial xylan. For
enzymatic production, strains JS19, which presented IE > 2, in all tested media, and JS20,
which presented enzyme production only in the medium containing commercial xylan,
were selected. The strains were cultivated in nutrient broth added with 0.5% of industrial
residue, corn cob, straw and sugarcane bagasse, and incubated in a shaker (150 rpm) at
37°C for 72 h to evaluate the enzymatic activity (U/mL), by the reducing sugar method
(3,5-dinitrosalicylic acid - DNS). The results showed that strain JS19 had a higher enzyme
production, ranging from 0.74 to 0.92 (U/mL), compared to strain JS20 (0.12 to 0.30
U/mL). The xylanase bands visualized in polyacrylamide gel (Zymogram) were around
60-66.2 kDa. The sequencing of isolates JS19 and JS20 was performed using the 16S
rRNA, in which both were identified at the level of Genus, Bacillus and Priestia
respectively. Isolate JS19 has been deposited with GenBank as Bacillus sp., JS19 under
code (OM759815). These preliminary data show that the reuse of agro-industrial residues,
such as corn and sugar cane, are promising for obtaining xylans, as well as for enzymatic
bioprospecting using microorganisms such as bacteria isolated from the soil.

Keywords: Sugarcane bagasse; sugarcane straw; lignocellulose; hemicellulose; industrial
waste; bioprospecting.
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1. INTRODUCAO

A biomassa lignoceluldsica, como sabugo de milho, bagaco e palha da cana-de-
acucar sdo matérias-primas baratas, abundantes e renovaveis que podem ser empregadas
na producdo sustentavel de biocombustivel, bioenergia e varias biomoléculas que tem seu
valor agregado (JAYPAL et al., 2013; SANTOS et al., 2019; AVILA et al., 2019).

Os principais componentes dos materiais lignocelulésicos sdo 10-25% de lignina,
20-30% de hemiceluloses e 40-50% de celulose (OKEKE et al., 2015). A matriz
complexa desses componentes mantém alta forca mecénica o que resiste a hidrolise
(ANWAR et al., 2014).

Apos a colheita, normalmente essa biomassa lignoceluldsica € queimada, podendo
causar acumulo e impacto ambiental (ALOKIKA; SINGH, 2019). O reaproveitamento
desses residuos, gerando produtos com valor agregado como a xilana, pode ser uma das
alternativas viaveis para a industria agricola.

A xilana é a principal hemicelulose presente nas plantas, sendo um polimero
composto por uma estrutura principal B- (1, 4) -D-xilose, com diferentes cadeias laterais,
especialmente unidades de a-L-arabinosil ¢ a-D-glucuronosil (Khusro et al. 2016). Este
polimero esta presente em grande quantidade em madeiras de lei (15-30%), madeiras
macias (7-10%) e plantas anuais (<30%) (Yang et al. 2019). O milho e a cana-de-agucar
s&o fontes apropriadas para producao de xilana e xilitol (AVILA et al., 2019).

A xilanase ¢ um importante grupo de enzima hidrolitica que cliva a estrutura -
(1, 4) glicosidica da xilana, sendo responsavel por gerar produtos como xilose e xilobiose,
como xilooligossacarideos (IRFAN et al., 2016). Diferentes enzimas com multiplos
modos de acdo e especificades sdo necessarias para a decomposi¢do completa da xilana
devido a sua complexa estrutura quimica e diversidade (ALOKIKA; SINGH, 2019), desta
forma, diferentes endo e exoxilanases sdo importantes no processo de degradacdo da
xilana (VERMA; SATYANARAYANA 2012a,b), sendo encontrado em diversos
microrganismos presentes no solo, responsaveis pela biodegradacdo da matéria organica
(BURLACU et al., 2016).

Bactérias, fungos e leveduras sdo usados para producdo de xilanases sob
fermentacdo em estado sélido e submersa (BURLACU et al., 2016). Uma variedade de

materiais lignoceluldsicos, como palha e bagago da cana-de-acucar, palha de arroz, farelo
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de arroz, palha e farelo de trigo e espiga de milho sdo usados como fontes alternativas de
producao enziméatica (BURLACU et al., 2016).

As aplicagBes biotecnoldgicas das xilanases podem ser diversas, como pre-
branqueamento de celulose, melhoria da digestibilidade de ragbes para animais,
bioconversdo de material lignocelulésico e agro-residuos para producdo do bioetanol,
entre outros (KUMAR et al., 2018; SHARMA et al., 2020).

As xilanases produzidas por bactérias sdo mais estaveis, atuando em uma ampla
faixa de pH e em geral estdo livres de celulases, aspectos vantajosos nos processos
industriais (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999), outros estudos estdo sendo realizado
utilizando as xilanases como agente de digestdo com aplicabilidade na area de salde
(BUDNIK et al., 2017).

Partindo dessas consideragfes, 0 presente estudo tem como objetivo principal
destinar os residuos descartados da indudstria agricola, como o sabugo do milho e cana-
de-acucar, para extracdo de xilana, com a finalidade de prospeccdo de xilanases, em

isolados bacterianos.



17

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biomassa Lignocelulésica

A biomassa de lignocelulose ¢ um material vegetal que pode ser derivado de
plantas como madeiras macias, madeiras duras e gramineas (NAIDU; HLANGOTHI;
JOHN, 2018). Essa biomassa € composta principalmente por trés polimeros, que é a
celulose, lignina e hemicelulose (LEE, 1997), porém outros polimeros como pectina,
proteina, cera e extrativos podem ser encontrados na sua composicdo (KUMAR et al.,
2009).

As quantidades de cada um dos constituintes presentes variam em especie de
planta e também na idade da planta (KUMAR et al., 2009; VERARDI et al., 2012). De
acordo com Isikgor e Becer (2015), o polimero mais abundante na biomassa
lignoceluldsica é a celulose, seguida de hemicelulose e lignina. A hemicelulose presente
no sabugo do milho varia de 31,9 a 36% e na cana-de-agucar varia de 28 a 32%
(ISIKGOR; BECER, 2015).

2.2 Hemicelulose

As hemiceluloses representam entre 15 a 35% da composicdo da biomassa
lignocelulésica (LIMAYEM; RICK, 2012). Diferente da celulose, os varios tipos de
hemiceluloses ndo séo cristalinos, possuem cadeias mais curtas e sdo ramificadas
(CUNHA; GANDINI, 2010; MUSSATO; TEIXEIRA, 2010). Assim como a celulose, as
hemiceluloses sdo constituidas por residuos de s-D-piranol ligados na posigédo 1,4, tais
como glicose, manose e xilose (NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018).

A quantidade e os tipos de ramificacdo (grupos funcionais) sdo variaveis,
dependendo da fonte que a mesma for obtida (LIMAYEM; RICK, 2012). A hemicelulose
€ um heteropolimero formado por monossacarideos como pentose, hexose, agucares
acetilados e acidos urénicos (MUSSATO; TEIXEIRA, 2010).

Devido a essas caracteristicas quimicas, as hemiceluloses tem recebido
consideravel interesses, sua bioatividade, biocompatibilidade e biodegradacdo os tornam
interessante em diversos campos da industria, como producdo de embalagens de
alimentos, engenharia de tecidos, dispositivos e sistemas de distribui¢cdo de farmacos
(ZHANG et al., 2016; SABELE et al., 2017; URTIGA et al., 2020a).
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2.3 Xilana

A xilana é a hemicelulose de maior abundancia na natureza, ela pode ser extraida
de diversos produtos agricolas, tais como a palha de trigo, espigas de milho, sorgo, palha
e bagaco de cana-de-aguicar (KAYSERILIOGLU et al., 2003; URTIGA et al., 2020a).

A xilana (Figura 1) possui sua estrutura variada de acordo com a fonte de obtencao
e método de extracao utilizado (URTIGA et al., 2020a). No entanto, as xilanas de plantas
apresentam uma estrutura comum, de D-xilopiranose no qual est&o ligadas por ligacoes
B- (1 — 4) glicosidicas (OLIVEIRA et al., 2010; KISHANI et al., 2019). Outros grupos
que podem se ramificar da estrutura principal sdo arabinose, acidos glicuronico e &cido
acético (KOUKIEKOLDO et al., 2005).

Figura 1 — Estrutura quimica da xilana
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Dependendo da sua composicdo, a xilana pode ser subdivida em homoxilano,
arabinoxilano, glucuronoxilano e xiloglucano (NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018).

A homoxilana é a forma da xilana que consiste apenas em residuos de xilose, que
podem ser lineares ou ramificados (CHAKDAR et al., 2016). As ligacGes glicosidicas
dos residuos de xilose podem ser f-1-4 ou B-1-3 no material de origem, porém pode haver
mistura de ambas (EBRINGEROVA; HEINZE, 2000; EBRINGEROVA, 2005; ZHOU
et al., 2016). A homoxilana s6 pode ser encontrada em algas marinhas (EBRINGEROVA;
HEINZE, 2000).

A arabionoxilano possui na sua estrutura arabinose como o principal grupo lateral,

que esté ligado na posigdo 2 ou 3 do carbono de xilose que formam a cadeia principal da
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xilana (EBRINGEROVA, 2005; ZHOU et al., 2016). As unidades de arabinose podem
ser mono ou dissubstituidas em uma unidade de xillose (EBRINGEROVA, 2005). Esses
compostos sdo encontrados em gréos de cereais (NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018).

O glucuronoxilanos (O-acetil-4-O-metilglucuronoxilano) possui na sua estrutura
uma cadeia principal de substituicdo em cada 10 unidades de xilose por acido 4-O-metil-
D-glucurdnico (GRONDAHL et al., 2003), a estrutura da xilose também é parcialmente
acetilada no carbono 2 e/ou 3, sendo o grau de acetilacdo variavel em diferentes plantas
(GRONDAHL et al., 2003). Essa hemicelulose é encontrada em madeiras duras, sendo
constituintes de 15 a 30% do peso da massa seca (GRONDAHL; TELEMAN;
GATENHOLM, 2006; HILPMANN et al., 2016).

O xiloglucano sdo constituidas por uma cadeia principal semelhante a celulose
consistindo em residuos de glicose ligado a ligagao B-1-4, com residuos de xilose ligados
a posicdo 6 (NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018). Além disso, eles sdo altamente
ramificado com ate 75% de ramificacdo (NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018).
Arabinose e galactose podem ser ligado as unidades de xilose que estdo ligadas a cadeia
princiapl para formar di ou cadeias laterais de triglicosil (GIRIO et al., 2010). O
xiloglucano é mais abundante na maioria das plantas ndo graminaceas, compreendendo
até 20% da massa seca da parede celular (NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018).

A estrutura da xilana foi estudada, juntamente com suas propriedades biologicas,
sendo verificado efeitos imunomoduladores e inibitérios na taxa de crescimento de
tumores (OLIVEIRA et al., 2010; SUN et al., 2013; URTIGA et al., 2020a), atividade
antioxidante (MAITY et al., 2019), prebioticos (PAESANI et al., 2020), na industria
alimenticia (ZHANG et al., 2021) e na industria farmacéutica (SILVA et al., 2013;
MARCELINO et al., 2015; URTIGA et al., 2020b).

2.4 Enzimas Xilanoliticas
Devido a heterogeneidade e complexidade da xilana, a hidrolise completa requer
uma grande variedade de enzimas de agdo sinérgica, na qual inclui endo-1,4-B-D-
xilanases (EC 3.2.1.8), endo-1,3-B-D-xilanses (EC 3.2.1.32), B-D-xilosidases (EC
3.2.1.37) e enzimas auxiliares de desramificagdo, tais como a-D-glucuronidases, a-L-
arabinofuranosidases e acetilxilano esterases, que servem como removedores de grupos
laterais (ALOKIKA,; SINGH, 2019; CAO et al., 2021).
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As xilanases sdo enzimas hemiceluloliticas responsaveis pela desestruturagdo das
ligagGes cruzadas entre a celulose e hemicelulose (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2000),
elas clivam a ligacdo B-1,4 glicosidica da estrutura da xilana, o que forma produtos
utilizaveis como xilose e xilobioses (ALOKIKA; SINGH, 2019). Essas enzimas sdo
classificadas com base em algumas caracteristicas como peso molecular, ponto

isoelétrico, propriedades cinéticas e especificidade do substrato (BALA; SINGH, 2019).
Existem diversas enzimas, das quais as principais séo:

(1) Endo-1,4-B-xilanases — Essa enzima cliva a ligagdo B-1,4-glicosidica interna
da estrutura da xilana e produz pequenas fracGes de xilooligossacarideos como
xilose, xilobiose e xilotriose (BURLACU et al., 2016). As ligacdes que sdo
hidrolisadas ndo séo atacadas aleatoriamente, sendo dependentes do grau de
ramificacdo, do comprimento da cadeia e da presenca de substituintes na
molécula do substrato (ALOKIKA; SINGH, 2019);

(2) B-xilosidades — Essa enzima cliva a extremidade n&o redutora dos
xilooligossacarideos, como residuos de xilose. Geralmente, a xilobiose é seu
melhor substrato pois a B-xilosidade purificada nédo hidrolisa a xilana. Elas
podem ser monoéricas, diméricas ou tetraméricas. Devido a B-xilosidades
hidrolisarem mais ligacGes glicosidicas do que qualquer outra hemicelulase, a
mesma € usada em escala industrial, podendo ser combinada com outras
enzimas, como a [-Xilonases para destintamento de papel reciclado,
melhoramento da digestdo de racdo animal e refinamento das propriedades de
panificacdo na massa do pao, também pode ser misturadas com celulases e
outras hemicelulases em processamento da biomassa lignoceluldsica em
monossacarideos para fermentacéo de biocombustiveis, como butanol e etanol
(JORDAN; WAGSCHAL, 2010);

(3) a-Glucuronidases — Essa enzima cliva a ligag¢do a-1,2 glicosidica entre o acido
D-glucurdnico e a extremidade ndo redutora do Xxilopiranosil de pequenos
xilooligossacarideos (POLIZELLI et al 2005). Apesar do substrato diferir para
todas as fontes de obtencédo, algumas glucuronidases sdo capazes de clivar o
polimero intacto, sendo também relatado que os grupos acetil perto dos
substituintes glucuronosil pode obstruir parcialmente a atividade enzimatica
(POLIZELI et al., 2005; ALOKIKA; SINGH, 2019).
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(4) a-L-Arabinofuranosidades — S&o enzimas conhecidas por hidrolisar o0s
residuos terminais o-1,2; a-1,3 e a-1,5 da arabinofuranosil de diferentes
oligossacarideos e polissacarideos, como arabinoxilano e arabinanos com
modos de acdo endo e exo (TOPAKAS et al., 2007; CONTESINIA et al.,
2017). Elas foram descritas como algumas das familias de glicosideo hidrolase
(GHs), isto é, GH30, GH43, GH51, GH54 e GH62 (CARTMELL et al., 2011;
ALOKIKA; SINGH, 2019).

Diversos organismos sdo capazes de produzir xilanases, tais como bactérias,
fungos, algas marinhas, leveduras, protozoérios, crustaceos e insetos (ALOKIKA;
SINGH, 2019), no qual podem ser usados para producdo dessas enzimas.

A producéo industrial de xilanases depende de diversos fatores, como meio de
cultura, presenca do indutor e microrganismos produtores, podendo ser utilizados fungos,
bactérias e leveduras (DIAZ-GODINEZ et al., 2016). As xilanases bacterianas tém pH
ideal em neutro e/ou alcalino, 0 que os tornam aplicaveis em diversos ramos industriais,
ja as xilanases fungicas requer etapas adicionais de extracdo e purificacdo, o que
inviabiliza a producdo em grande escala (CAO et al., 2021).

Os principais géneros bacterianos sdo Micrococcus, Bacillus, Paenibacillus,
Staphylococcus, Cellulomonas, Microbacterium, Rodothermus, Pseudoxanthomonas
(ALVAREZ-CERVANTES et al., 2016).

A utilizacdo industrial das xilanases utilizando microrganismos, consiste na
chamada tecnologia limpa e sustentavel. Essas xilanases sdo empregadas na producéo de
biocombustiveis, celulose, industria de papel, industria alimenticia e industria
farmacéutica (GOSWAMI; RAWAT, 2015; KUMAR et al., 2017).

Existem dois métodos de producdo de xilanase, a maioria sdo produzidas por
fermentacdo submersa (SF) representando 90% das producdes totais, porém tem sido
observado que a produtividade enzimatica por meio da fermentacdo em estado solido
(FES) é normalmente muito maior (DIAZ-GODINEZ et al., 2016).

O uso da FES é interessante devido aos baixos riscos de contaminacéo,
estabilidade da enzima e custo relativamente mais vantajoso, a técnica consiste na
simulacdo do habitat natural utilizando um substrato especifico o0 que aumenta a atividade
enzimatica dos microrganismos utilizados (DIAZ-GODINEZ et al., 2016).

A escolha do substrato € de grande importéncia na selecdo do processo de

fermentacdo e, portanto, efetua a producdo bem-sucedida de xilanases, a xilana
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purificada, quando usada como substrato é geralmente excelente devido ao seu baixo peso
molecular que ajuda a inducdo de xilanases. No entanto, para processos de grande escala,
alternativas devem ser consideradas devido ao alto custo dos substratos purificados
(OTERO, 2015).

Portanto, os residuos lignocelulésicos sdo uma excelente escolha para uso como
substratos, como palha de cevada, sabugo de milho, palha ou farelo de trigo, palha e
bagaco da cana-de-agtcar (GIRIO et al., 2010; SIPOS et al., 2010; GOMES et al., 2016;
ALOKIKA; SINGH, 2019).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Utilizar os residuos agroindustriais para extragao e caracterizagdo do polimero xilana
e utiliz&-lo na prospeccao de xilanases, a partir de isolados bacterianos do solo.

3.2 Objetivos especificos

Extrair a xilana do sabugo do milho, da palha e do bagaco da cana-de-agucar;
Realizar a caracterizacdo fisico-quimica das xilanas obtidas;

Produzir as xilanases a partir de isolados bacterianos do solo;

Quantificar as atividades xilanoliticas;

Identificar os isolados bacterianos produtores de xilanases.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 EXTRAC}AO DA XILANA DO MILHO E DA CANA-DE-ACUCAR
Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Sintese e Vetorizagdo de
Moléculas, da Universidade Estadual da Paraiba, Campus V, Jodo Pessoa-PB. O sabugo
foi doado pelo estabelecimento “Casa do Sertdao”, Joao Pessoa-PB e 0 Bagaco e Palha da
cana-de-acucar foram doados pela Usina Japungu Agroindustrial S/A, localizada no

municipio de Santa Rita-PB.

A xilana utilizada no experimento foi obtida através do sabugo do milho (SM), da
palha da cana-de-aclcar (PC) e do bagaco da cana-de-aclcar (BC), sendo esses
primeiramente triturado, ap0s a trituracdo eles foram colocados em um Becker de 3L,
separado para cada residuo, na proporcdo de 1L de &gua destilada para cada 30g de
material triturado. Os recipientes foram protegidos com um filme plastico mantendo o

meio sob agitacdo continua por 24 horas com auxilio do agitador mecéanico.

Ao final desta etapa, a agitacao foi interrompida, para ser realizado a filtracdo do
conteddo utilizando o sistema de papel filtro. Apos a filtragem, o sabugo, a palha e o
bagaco triturados foram colocados em um recipiente separadamente e postos em estufa a
55°C para secagem, o0 sabugo, a palha e o bagaco triturados foram retirados, assim que

estiveram secos, para prosseguir com os proximos processos da extracéo.

O material seco foi tratado com hipoclorito de soédio (NaClO) a 1,3% (v/v).
Usando uma proporcao de 200mL de NaClO contendo 5¢g de detergente neutro para cada
10g do triturado. O meio foi mantido em agitacdo mecanica por 1 hora e ao final deste

processo, foi repetido o protocolo de secagem descrito anteriormente.

A massa do sabugo, da palha e do bagaco triturado foram pesadas para a
determinacdo da quantidade do solvente a ser utilizado no tratamento com hidréxido de
sodio (NaOH) 4% (v/v) na proporcao de 1:10 do residuo. Os mesmos foram mantidos
sobre agitacdo constante por um periodo de 4h. Apoés a filtracdo os residuos foram
desprezados e os filtrados foram submissos a neutralizacdo com a adi¢ao de acido acético
glacial (CH3COOH), o pH dos filtrados foi verificado com auxilio do pH-metro (Modelo:
NI PHM, Nova Instruments,).

Apos a etapa de neutralizacdo, foi realizada a precipitacdo da xilana pela adi¢éo

de metanol. Na proporgao 1:1,5 (v/v) da solucdo extrativa e metanol, respectivamente.
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Apos a precipitacdo, a xilana foi entdo lavada quatro vezes com metanol e filtrada com o

auxilio de um funil sinterizado.

Ao final, foi realizada uma lavagem com isopropanol P.A. e a xilana foi colocada
em repouso por um periodo de 12 horas dentro da geladeira. A xilana foi filtrada
novamente com auxilio de um funil sinterizado e foi realizado o processo de secagem em
estufa a uma temperatura entre 55-60°C. Nesta Ultima etapa a Xilana foi dividida em
fracBes e colocada em gral, tamisando o material a cada 5 minutos, até 0 mesmo estar
com aspecto seco seguindo a metodologia descrita por Oliveira et al., 2010 modificado
de Garcia, Ganter e Carvalho (2000).

4.2 CARACTERIZACAO DAS XILANAS

4.2.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Espectros de FT-IR foram obtidos em espectrofotdmetro (modelo IRPrestige-21,
SHIMADZU -Japdo) pela técnica de refletancia total atenuada (ATR) na faixa espectral

de 4000 a 700 cm-1. foi analisada a xilana, a fim de verificar suas caracteristicas quimicas.

4.2.2 Calorimetria  Exploratéria diferencial (DSC) e analise

termogravimétrica (TGA)

As propriedades térmicas das xilanas foram analisadas em equipamento
(Analisador téermico simultdneo NETZSCH STA modelo 449 F3- JUPTER) com medidas
simultaneas de DSC e TG, com razdo de aquecimento de 10°C/min, com intervalo de

temperatura de 40 a 500 °C em atmosfera de gas nitrogénio com fluxo de 100mL/min.

4.3 ISOLAMENTO BACTERIANO
Foram utilizados vinte e um (21) isolados bacterianos que foram previamente
isoladas do solo e torta de filtro, da Usina Japungu Agroindustrial S/A (07°01°37.3’S,
34°58°34.8°’W), localizada no municipio de Santa Rita — Paraiba, que fazem parte do
banco de microrganismos do Laboratério de Biotecnologia Molecular e Celular, do
departamento de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba, Campus I, Jodo

Pessoa-PB.
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4.4 CARACTERIZAC;AO MORFOFISIOLOGICA DOS ISOLADOS
BACTERIANOS

A caracterizagdo doss isolados bacterianos do solo ocorreu, primeiramente, por

meio da coloracdo de Gram modificada por Hucker (1921) ap6s a coloragdo foi observado

a forma, tamanho e presenca/auséncia de enddsporos, utilizando microrcépio Optico

(Taimin XS 201, invertido), no aumento 100X (imerséo).

4.5 TRIAGEM DAS BACTERIAS PRODUTORAS DE XILANASES
4.5.1 Analise qualitativa da atividade xilanolitica

As atividades xilanoliticas foram avaliadas repassando os isolados bacterianos de
um cultivo fresco, com auxilio de palitos esterilizados para placas de Petri (90x15mm)
contendo os meios: Agar/LB (Luria Bertani) (triptona - 2 g; extrato de levedura - 1 g;
NaCl - 1 g; Agar - 3g; agua destilada - 200 mL), acrescido de 0,4% de xilana extraido do
sabugo do milho, da palha e do bagaco da cana-de-acgucar e xilana comercial Beechwood
(Sigma - Aldrich, St. Louis, EUA).

Apos 72 horas de incubacdo a 37°C, foram adicionados aos meios uma solugéo
aquosa de vermelho congo (0,1%) (Difco Laboratories Inc., EUA), por 15 min. Apos esse
periodo, o corante foi descartado e as placas foram lavadas com NaCl 1 M, por 15 min
para verificacdo dos halos de degradacéo.

Os halos de degradacdo amarelados formados ao redor das coldnias indicam
atividade xilanolitica positiva, assim como a auséncia do halo indica atividade negativa
(TEATHER; WOOD, 1982).

4.5.2 Determinacdo enzimatica dos isolados xilanoliticos

A determinacdo enzimatica foi expressa pelo indice enzimatico (1.E.). Este indice
representa as producgdes enzimaticas, baseadas na relacao entre o diametro médio do halo
de degradacdo, dividido pelo didametro médio da coldnia (FIORENCIO; COURI;
FARINAS, 2012);

Quando o I.E. ¢ maior ou igual a dois (> 2), indica uma maior produgdo da enzima,
sendo considerado um produtor potencial de enzima em meio sélido (OLIVEIRA et al.,
2006).
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4.6 PRODUCAO E QUANTIFICACAO ENZIMATICA
4.6.1 Cultivo dos isolados para producéo da xilanases

Para a producdo de xilanase foram utilizados os residuos industriais do sabugo do
milho, da palha da cana-de-agUcar e bagaco da cana-de-agtcar, como fontes alternativas
de carbono, os quais foram previamente secos em estufa a 50° C por 24 horas, triturados
em liquidificador e peneirado (peneira plastica simples) e autoclavado duas vezes a 121°
C, 15 min, quando acrescido ao meio de cultura.

Os isolados selecionados foram cultivadas em Erlenmeyers (125 mL), contendo 50
mL do meio (LB), acrescido de 0,5 % p/v de SM, PC e BC, separadamente, e incubadas
a 37° C, em shaker a 200 rpm, por 72 h, para producdo enzimatica.

4.6.2 Analise quantitativa das atividades enzimaticas

A determinacéo de agucares redutores pelo método do &cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) (MILLER, 1959), com modificacdes (SANTOS et al., 2017), foi utilizada para
quantificacdes das atividades xilanoliticas. A preparacdo do reagente DNS, de acordo
com Miller (1959), esta descrita no ANEXO 1.

Apos cultivo dos isolados no meio LB/SM, LB/PC e LB/BC, as amostras foram
centrifugadas a 3880 xg. (HERMLE Mod. Z326K), por 20 min, a temperatura ambiente.
Em seguida, foram transferidas aliquotas de 250 pL, de cada amostra (sobrenadante), para
tubos de ensaio, e adicionados 100 pL de solugdao tampao fosfato de sédio (pH 6,5),
contendo o substrato xilana (2%). As amostras foram incubadas a 55° C (temperatura
padrdo de triagem), por um tempo de 10 min. Apos este periodo, adicionou-se 250 pL do
reagente DNS a cada tubo (solucdo de parada da reacdo), misturando-se vigorosamente.
Os tubos foram incubados em banho-maria (100° C), pelo tempo de 5 min. A reacao foi
resfriada imergindo os tubos em banho de gelo.

Foram utilizadas placas de 96 pocos, onde se adicionou, para cada amostra (em
duplicata), 260 pL de agua destilada esterilizada e 40 pL de amostra, sendo
homogeneizadas por pipetagem. Branco da amostra foi preparada com solugcdo tampao,
sem sobrenadante. A leitura foi realizada por espectrofotometria, em leitor de placa
(BIOTEK, Mod. EL800), a 540 nm.
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4.6.3 Quantificacdo enzimatica

As determinagbes das quantificacbes das xilanases, foram baseadas nas
concentragdes de xilose, utilizando curvas padrdes dos aglcares, obtengdo da equagdo da
reta e R2. Para os célculos das quantificacfes de xilanases, utilizou-se a formula descrita

abaixo:

OD XF XD XVR
PM XT XVA

[Enz] = U/mL

Onde:

[Enz] = Concentragdo da enzima (U/mL)
OD = Densidade oOptica
1

Coeficiente angular
D = Diluig&o da amostra
VR = Volume total da reacao
PM = Peso molecular do agucar
T = Tempo de avaliacdo enzimatica
VA = Volume da amostra (sobrenadante)

Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 umol de grupos redutores equivalentes a xilose (atividade xilanolitica), por
mililitro, por minuto, (U/min.mL-1) ou (U/mL), nas condicGes de ensaio, utilizando

curvas padrdes de xilose. Os ensaios enzimaticos foram realizados em duplicata.

4.6.4 Curva padrao da xilose

Inicialmente, foram preparadas solucGes-padrdo de xilose, para as quais foram
pesados 36 mg de xilose, ambos anidro, transferidos para baldes volumétricos de 100 ml.
Apos dissolucdo, o volume foi completado com agua destilada.

A partir da solucdo-padréao de cada acucar (100 mg/L) foram preparadas solucGes
com diferentes concentracbes de xilose (0,5; 1,5; 3; 4,5; 6; 7,5 e 9 ml). A partir das
solucdes de diferentes concentracfes foram realizados os ensaios de acordo com 0 Anexo
2.
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4.6.5 Zimograma

As atividades xilanoliticas das amostras foram avaliadas dos sobrenadantes livres
de células, em gel de poliacrilamida (8%), com 1 mm de espessura, adicionado do
substrato xilana do bagaco (2%). Apds corrida eletroforética em sistema de mini-gel,
Mini-Protean Il (Bio-Rad, EUA), a 200V e 400 mA, por cerca de 50 min, para verificacao
da atividade enzimatica foi realizado incubacdo em tampéo fosfato de sédio 50 mM (pH
6,5) (Anexo 3), por 15 min em temperatura ambiente, seguida de coloracdo com vermelho

congo (0,1%) por 15 min e descoloracdo com NaCl (1M) por mais 15 min (Anexo 4).

4.7 CARACTERIZAQAO MOLECULAR DOS ISOLADOS BACTERIANOS
4.7.1 Extracao e quantificacdo do DNA gendmico

Foi realizado extracdo do DNA genémico dos isolados JS19 e JS20, a extracéo foi
realizada utilizando illustra™ bacteria genomic PrepMiniSpin kit (GE Healthcare, UK),
conforme instrugdes do fabricante.

As amostras de DNA foram quantificadas utilizando aparelno NanoDrop
Spectrophotometer ND-1000 UV/Vis (EUA), que determinou a concentracdo do DNA
em ng/uL. no comprimento de onda de 260 nm e estabeleceu o grau de pureza da amostra,

pela razdo entre os valores dos comprimentos de onda 260 nm/280 nm (Anexo 5).

4.7.2 Amplificacdo do gene 16S rRNA

Os genes 16S rRNA dos isolados bacterianos foram amplificados via PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase), utilizado o kit PCR Master Mix (PROMEGA, EUA)
e os primers universais: 27F (5'AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG3’) e 1525R (5'AAG
GAG GTG WTC CAR CC3').

As reagdes da PCR foram realizadas para um volume final de 100 pL, contendo:
10 ng de DNA gendmico; 50 puL de tampdo 2x; 10 uL de primer 27F; 10 uL de primer
1525R; 20 uL de &gua Milli-Q. A amplificagdo ocorreu em termociclador (Perkin Elmer
Gene Amp DNA system 2400, EUA), com as seguintes etapas: 94°C por 5 min, 35 ciclos
(94°C por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C por 2 min), com extensdo final a 72°C por 10

min e manutencao a 4°C, por no minimo 15 min.
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4.7.3 Visualizacao, purificacdo e quantificacdo dos produtos da PCR 16S
rRNA

Para visualizagdo dos produtos de PCR utilizou-se gel de agarose (1%), em
tampao TBE 1% (Tris-Borato-EDTA), no qual foram adicionadas as amostras, contendo:
5 uL de cada produto de PCR, 1 uL de tampdo de corrida (1X) e 1 uL do intercalante de
acidos nucléicos GelRed®Nucleic Acid Stain (Merck, Alemanha). O marcador de peso
molecular 1 kb ladder (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, EUA), foi utilizado de
acordo com o fabricante.

A corrida eletroforética ocorreu a 100 V, 95 mA, por aproximadamente 10 min.
As bandas correspondentes a aproximadamente 1500 pb foram visualizadas em
Transiluminador UV (Kasvi).

A purificagéo dos produtos da PCR 16S RNA foi realizada utilizando kit Promega
Wizard® SV gel and PCR Clean-Up System, de acordo com as instrugdes do fabricante.
Em seguida, as amostras purificadas foram quantificadas utilizando aparelho NanoDrop
Spectrophotometer ND-1000 UV/Vis (EUA) (Anexo 6).

4.7.4 Obtencéo e Analise das sequéncias do gene 16S rRNA

As amostras foram sequenciadas pela ACTGene Analises Moleculares Ltda
(Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil), utilizando os primers 27F
e 1525R separadamente, de acordo com as instrucdes da empresa (Anexo 7). As
sequéncias obtidas foram analisadas quanto a sua qualidade e no formato FASTA, foram

comparadas as sequéncias do banco de dados do NCBI, utilizando a ferramenta Blastn.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 EXTRACAO DAS XILANAS
Foi realizado a extracdo da xilana do sabugo do milho (Figura 2), da palha (Figura
3) e do bagaco (Figura 4) da cana-de-acucar, partindo de 10 gramas de cada residuo seco.

O rendimento para cada residuo pode ser visualizado na tabela 1.

Figura 2 — Sabugo do milho: A) residuo néo peneirado, B) residuo peneirado, C) xilana da palha e D)

xilana no recipiente para armazenamento.

Fonte: Propria do autor
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Figura 3 — Palha da cana-de-agucar A) residuo ndo peneirado, B) residuo peneirado, C) xilana da palha e

D) xilana no recipiente para armazenamento.

Fonte: Prépria do autor
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Figura 4 — Bagaco da cana-de-agucar A) residuo ndo peneirado, B) residuo peneirado, C) xilana do

bagaco e D) xilana no recipiente para armazenamento.

Fonte: Prépria do autor

Tabela 1 - Extracdo da xilana de cada residuo industrial

Residuo Peso do residuo (g) Polimero (g)

Sabugo 10 1,23
Palha 10 0,67

Bagaco 10 0,97

Fonte: Prépria do autor
Sendo rendimento aproximado como foi visto por Carvalho e colaboradores
(2017), no qual dependendo do modo de extracgdo foi obtido de 3,3 a 21,7% para bagacgo
e 3,8 a 19,3% para palha. E xilana do sabugo do milho variou de aproximadamente 4,0 a
23,9%, como Vvisto por Mattos (2017).
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5.2 CARACTERIZACAO DAS XILANAS
5.2.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR)

A espectroscopia na regido do infravermelho (4000-400 cm™) é uma técnica
importante na analise orgénica qualitativa e quantitativa (MANSINI, 2018), no qual
fornece a informacdo da composicéo da amostra ou identificacdo do composto, baseando
no fato de que as ligagdes quimicas das substancias, quando absorvem energia do feixe
elétrico, modificam suas ligacGes, deformacdo axial (estiramento) e/ou deformacao
angular, com isso, pode-se caracterizar, pela absor¢do de energia, as vibracOes
caracteristicas dos principais grupos funcionais (SILVA et al., 1998; MAGATON et al.,
2008; MANSINI, 2018).

Foi realizado o espectro de FT-IR para caracterizacdo da xilana do bagaco e da
palha da cana-de-aglcar. Ambos o0s espectros se mostraram semelhantes quando
comparados (Figura 5).

O estiramento em 3413 cm™, semelhante para ambos, esta correlacionado com o
alongamento de vibragdes do grupo hidroxila (OH). O pico em 2916 cm™ (bagago) e 2920
cm? (palha) cm revelou o alongamento da ligagdo C-H. Observou-se um pico 1631 cm!
(bagaco) e 1635 (palha) que pode estar relacionado a deformacdo angular H-O-H devido
a agua de hidratagdo. Observou-se um pico 1045 cm™, semelhante para ambos, que pode
estar relacionado a vibragdes do anel glicosidico, deformacdo angular C-OH e
deformagéo axial C-O e C-O-C. Observou-se um pico 899 cm, semelhante para ambos,
que é um pico caracteristico da ligacdo B-glicosidica entre as unidades de agucares em

hemicelulose.
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Figura 5 - Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) da xilana do bagaco da

cana-de-aclcar (A) e palha da cana-de-aglcar (B).
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Fonte: Prépria do autor

Esses picos encontrados no presente estudo, se assemelham com os vistos por

Kakurakova e colaboradores (2000), Shi; Dong e Ding (2014), Luo e colaboradores
(2015), Biely e colaboradores (2015), Corradini e colaboradores (2018) e Khaire e

colaboradores (2021).
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5.2.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Anélise

Termogravimétrica (TGA)

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) € um ensaio termoanalitico na qual
envolve a medicdo da transferéncia de calor usando um material de referéncia
termicamente inerte, no qual ambas sdo submetidas uma programacdo variada de
temperatura (MATTOS, 2017; DRZEZDZON et al., 2019).

O DSC ¢ utilizado na identificacdo de materiais poliméricos com base em suas
propriedades como ponto de fusdo, transicdo vitrea (Tg), AH e cristalizagdo
(DRZEZDZON et al., 2019).

A Tg é o valor médio da faixa de temperatura durante o aquecimento de um
material, no qual as cadeias da fase amorfa adquirem mobilidade, passando de um estado
de desordem rigido (vitreo) para um estado de desordem com cadeias polimericas moveis
(LIMA, 2016), ja o AH, refere a energia necessaria para elevar o estado de agitacao
molecular e levar o composto do estado solido para o estado liquido (LIMA, 2016), a
técnica de DSC ¢é muitas vezes seguida pela termogravimetria (TGA) (DRZEZDZON et
al., 2019).

A curva de calorimetria exploratdria diferencial das amostras revelou pico
endotérmico, sendo atribuido ao ponto de fuséo do polimero. O pico endotérmico possuiu
temperatura méedia variavel para xilana do bagaco (163,10°C), xilana da palha (164,51°C),
xilana do sabugo (159,90°C) e xilana comercial (159,89°C), como pode ser visualizado
na Figura 6 e Tabela 2. Para xilana comercial, pode-se notar um pico exotérmico com

temperatura média de 237,64°C, os dados brutos do DSC podem ser vistos no Anexo 8.
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Figura 6 — Curvas de DSC das amostras de xilana da palha da cana-de-agUcar (verde), xilana do bagaco da

cana (azul), xilana do sabugo do milho (vermelho) e xilana comercial (preto).

¥ilana- palha da cana
xilana- bagago da cana
Kilana- sabugoe de milha
Xilana- comercial

« Endo

—
8
T
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Fonte: Prépria do autor
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Tabela 2 - Calorimetria Exploratéria Diferencial e Termogravimetria da xilana comercial, xilana do sabugo

do milho, do bagaco e palha da cana-de-agUcar.

Andalise Térmica

Amostra  Fenémeno Ti/°C Tm/°C Tf/°C AH Massa (%0)
Bagaco Endotérmico 162,36 163,10 166,54 -184,54 85,03
Palha Endotérmico 163,46 164,51 167,93 -126,19 83,39
Sabugo Endotérmico 157,09 157,52 161,61 -187,51 84,51
Comercial Endotérmico 159,89 159,90 164,56 -194,35 86,31
Exotérmico 231,63 237,64 245,64 16,12 38,07

Ti — Temperatura inicial; Tm — temperatura média; Tf — Temperatura final;

Fonte: Propria do autor

A andlise termogravimétrica (TG) é um ensaio termoanalitico onde é verificado a

perda de massa da amostra em funcdo da temperatura, 0 que permite a obter resultados

sobre o contetido dos componentes volateis e sobre 0 comportamento de decomposicéo e

conteddo de cinzas do material (MANSINI, 2018). Assim, é possivel analisar o teor de

matéria organica e inorganica (impurezas) que ha no material.
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Foi realizado a termogravimetria das amostras de xilanas isoladas do sabugo do
milho, bagaco e palha da cana-de-agucar, para efeito de comparagdo realizou-se também
a analise termogravimétrica da xilana comercial da Sigma-Aldrich (beechwod)

A Figura 7 apresenta as curvas TG das amostras do presente trabalho. Pode-se
notar que todas as curvas TG apresentam média de perda de massa em dois intervalos de
temperatura, na qual o primeiro intervalo de 20 a 220°C e segundo intervalo de 230 a
300°C, porém no caso da xilana comercial, ocorreu um terceiro intervalo na faixa de
temperatura 280 a 460°C.

A primeira perda de massa pode estar relacionada a desidratacdo do polimero e a
segunda a decomposicdo térmica dos polissacarideos (xilanas) como é verificado na
literatura (SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2013; MARQUES, 2014; MANSINI, 2018;
URTIGA et al., 2020b). Quando ha mais perdas de massa em temperaturas mais elevadas,
essas podem estar relacionadas com a decomposicdo dos sais, dos produtos estaveis da
pirélise dos polissacarideos ou impurezas (SILVA et al., 1998).

Na primeira etapa € observado a perda de agua e evaporacdo dos compostos
volateis existentes na amostra no intervalo de temperatura de 20 a 220°C no qual
corresponde para xilana comercial (13,69%), xilana do bagaco (14,97%), xilana da palha
(16,61%) e xilana do sabugo (15,49%) (Tabela 2).

No segundo intervalo, com faixa de temperatura de 230 a 300°C, o evento que
pode estar relacionado é a degradacdo dos polissacarideos, este evento ocorreu em todas
as xilanas. A xilana comercial diferiu na temperatura do segundo estagio, que foi de 230
a 400°C, sendo verificado também a presenca de um terceiro estagio de perda de massa,
nas temperaturas de 400 a 470°C, este terceiro estagio pode ser correlacionado com o
evento exotérmico, visto no DSC, podendo evidenciar impureza e instabilidade térmica,
0 que ndo foi visto na xilana do presente estudo.

Esta maior pureza da xilana do presente estudo pode estar relacionada ao método
de extracdo, visto que as amostras passaram por lavagens com metanol, o que permite a

retirada de sais, como foi verificado por Mansini (2018).

A massa final de cada amostra apds os eventos de massa foi de 20,71% para o
bagaco da cana-de-acgUcar, 19,39% para o sabugo do milho, 22,93% para palha da cana-

de-acucar e 19,01% para xilana comercial.
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Figura 7 - Termograma das amostras de xilana comercial, xilana do sabugo do milho, xilana do bagaco e
palha da cana-de-agucar.
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Fonte: Propria do autor

5.3 ISOLADOS BACTERIANOS PRODUTORES DE XILANASE

Dos vinte e um (21) isolados selecionadas, dezesseis (16) cresceram em meio agar
LB e foram testadas nos ensaios de atividade xilanolitica, utilizando meio agar LB
adicionado de xilanas, provenientes dos residuos agroindustriais e comercial.

Dos dezesseis (16) isolados testadas para atividade xilanolitica, seis (6) foram
positivas apenas quando se utilizou a xilana comercial e cinco (5) cepas (quatro (4)

isoladas nesse trabalho e uma (1) padrdo xialanse positiva) foram positivas em todas as
xilanas testadas, como observado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Isolados produtores de xilanases para xilanas dos residuos e xilana comercial

Atividade | Atividade | Atividade | Atividade
xilanolitica | xilanolitica | xilanolitica | xilanolitica

Cepa Sabugo Palha Bagaco Comercial
JS11 - - - +
JS15 - - - +
JS19 + + + +
JS20 - - - +
JS21 + + + +
JS23 - - - +
JS25 - - - +
JS26 + + + +

JTF17 - - - +
S1J2 + + + +
CC02 + + + +

(+) xilanase positiva; (-) xilanase negativa/Fonte: Propria do autor

Isolamento de bactérias em amostras de solo produtoras de xilanases foram
verificadas em diversos estudos como Heck e colaboradores (2002), Azeri e
colaboradores (2010), Grisi (2011) e Padilha (2014), quando 0s meios eram enriquecidos
de xilana e sua producéo era evidenciado pelos halos de degradacéo.

Entre os isolados positivos para as atividades xilanoliticas, foram selecionados
dois isolados (JS19 e JS20), para quantificacdo enzimatica, devido a cepa JS19 apresentar
maior facilidade de crescimento, bem como alta producéo de xilanases, quando se utilizou
as xilanas extraidas dos residuos, observado pelo halo de degradacdo em meio sélido
(Figura 8) e quantificacdo enzimatica (Tabela 5). O isolado JS20 foi selecionada por
apresentar facilidade de crescimento nos meios utilizados e ser exclusiva na producéo de

xilanase comercial, apesar de ndao ser a maior produtora (Figura 9).
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Figura 8 - Atividade xilanolitica do isolado JS19 em meio &gar LB/Xilana: (A) xilana do sabugo, (B)
xilana do bagago, (C) xilana da palha e (D) xilana comercial, as setas verdes indicam o halo de
degradacéo.

)

Fonte: Prépria do autor



42

Figura 9 - Atividade xilanolitica do isolado JS20 em meio agar LB/Xilana Comercial

[ —

Fonte: Prépria do autor

5.4 INDICE ENZIMATICO DOS ISOLADOS XILANOLITICOS

Na Tabela 4 estdo apresentados os indices Enzimaticos (I.E.) de todas as cepas
que foram positivas para xilanase, no qual representam produgdes enzimaticas indiretas
baseadas na relacdo entre o didmetro médio do halo de degradacdo, dividido pelo
diametro médio da coldnia (STAMFORD; ARAUJO; STAMFORD, 1998).

Com intuito de comparar o potencial enzimatico das cepas do presente estudo, foi
estabelecido um indice enzimatico, conforme Lealem e Gashe (1994), no qual o |.E. maior
ou igual a dois (> 2), indica que as cepas possuem potencial como produtoras enzimaticas
(OLIVEIRA et al., 2006).

Como observado na Tabela 4, foi encontrado uma variagdo nos valores do I.E.
produzidos pelos isolados. O tipo do substrato e a composi¢do do meio de cultivo podem
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ser fatores determinantes na producéo das xilanases por bactérias (SILVA, 2015). Além
do substrato servir como fonte de carbono, ele pode agir como indutor ou inibidor de
producéo, o que pode induzir em uma cepa, pode inibir em outra (KULKARNI et al.,
1999). O presente estudo utilizou a xilana extraida do sabugo do milho, bagaco e palha
da cana-de-agUcar, assim como a xilana comercial (beechwood).

As cepas apresentaram |.E. variando de 1,37 a 7,66 Tabela 4. Todas as cepas que
foram xilanase positiva para xilana do sabugo, palha e bagago, possuiram I.LE. > 2, ja para
xilana comercial, foi verificado 3 cepas com L.LE. > 2, que foram as cepas JS26, JTF17 e
S1J2. Quando comparado com os valores encontrados na literatura, os resultados das
cepas do presente estudo podem ser considerados promissores.

Sousa et al. (2018) isolaram cepas do solo, que apresentaram indice enzimatico
méaximo de 3,02. Omar et al. (2017), isolaram cepas de um manguezal, no qual as mesmas
apresentaram indice enzimatico maximo de 3,35. Sipriyadi et al., (2016) obtiveram 8
cepas, das 35 isoladas do solo de uma floresta, no qual o I.E. maximo foi de 3,25. Estes
dados tém valores proximos ao encontrado nesse trabalho.

Baratto et al. (2011) isolaram 6 cepas do solo e 5 da madeira, no qual dos 6
isolados do solo, 5 possuiram I.LE. > 2 ¢ dos isolados da madeira, 2 apresentaram [.E. >
2. Indicando o solo como fonte promissora de microrganismos produtores de xilanases,
assim como o presente estudo.

Silva (2015) isolou quarenta e quatro (44) cepas bacterianas, do manguezal, dentre
as quais, quarenta e trés (43) cepas que apresentaram atividade xilanolitica com I.E.
variando de 1,2 (Bacillus sp. FJAT-21913) e 10,9 (Bacillus megaterium).

Singh et al (2014) isolaram bactérias dos géneros Bacillus, Stenotrophomonas e
Pseudomonas, no qual o I.E. variaram de 1 a 4,5 mm. Os autores consideraram estes
isolados promissores para utilizacdo em escala industrial, tendo em vista que a cepa JS19,
selecionada para os proximos ensaios possui I.E. superior aos citados acima, a mesma

pode ser considerada promissora para aplicacdo biotecnoldgica.



Tabela 4 - indice Enzimatico (IE) dos isolados produtores de xilanases

Xilanase Xilanase Xilanase Xilanase
Cepa Sabugo Bagaco Palha Comercial
(mm) (mm) (mm) (mm)
MDC! MHD? IE MDC MHD IE MDC MHD IE MDC MHD IE

JS11 - - - - - - - - - 19,43 26,72 1,37
JS15 - - - - - - - - - 19,48 30,59 1,57
JS19 10,66 51,13 4,79 8 42 5,25 9,35 52,39 5,6 12,21 20,49 1,67
JS20 - - - - - - - - - 21,32 27,59 1,29
JS21 10,81 27,93 2,58 12 27 2,25 14,07 40,92 2,9 12,83 25,02 1,95
JS25 - - - - - - - - - 25,67 30,35 1,18
JS26 7,97 42,4 531 8 32 4 8,03 38,27 4,76 5,75 33,35 5,80
JTF17 - - - - - - - - - 4,5 34,49 7,66
S1J2 52 16,17 3,1 7 20 2,85 4,12 17,33 4,2 6,42 36,42 5,67
CC02 9,95 28,16 2,83 9 22 2,44 11,43 28,45 2,48 14,65 25,83 1,76

1 - Média do diametro da colénia; 2 - Média do diametro do halo de degradacao; 3 - Indice Enzimatico; mm — milimetros; (-) auséncia de halo de degradac&o.

Fonte: Propria do autor
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5.5 CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA DOS ISOLADOS
BACTERIANOS

Todas as dez cepas xilanase positiva foram parcialmente caracterizadas quanto a
sua morfologia celular, por coloracdo de Gram, forma, presenca ou auséncia de
endosporos, as quais nove cepas foram Gram positivas (Figura 10) e uma Gram negativa
(Figura 11), j& a presenca de enddsporos, central e/ou subterminal foi presente em apenas

duas cepas como pode ser visto na Tabela 5.

Tabela 5 — Caracterizacdo morfolégica dos isolados produtores

Cepa Gram Forma Endosporo
JS11 + Bacilo Ausente
JS15 + Bacilo Ausente
JS19 + Cocobacilo Ausente
JS20 + Bacilo Ausente
JS21 + Bacilo (T/IC)
JS25 + Bacilo Ausente
JS26 - Bacilo Ausente

JTF17 + Bacilo ©
S1J2 + Bacilo Ausente
CCo2 + Bacilo Ausente

(+) Gram positiva; (-) Gram negativa; (C) enddsporo Central; (T) endésporo Terminal
Fonte: Prépria do autor

Figura 10 — Coloracdo de Gram (100X): (A) JSJ9 — cocobacilo, Gram positivo; (B) JS20 — bacilo, Gram

positivo.

Fonte: Propria do autor
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Figura 11 — Coloragdo de Gram (100X): JS26 — bacilo, Gram negativo.

Fonte: Propria do autor

Grande numero de bactérias provenientes do solo séo bacilos Gram positivos,
pertencente aos géneros Bacillus, Paenibacillus, Cellulomonas, Streptomyces, entre 0s
quais, varias espécies sao produtoras de bioprodutos, como enzimas e polimeros, de
interesse biotecnolégico (LAMA et al., 2004; CHAKDAR et al., 2016; LOPEZ-
MONDEJAR; ALGORA e BALDRIAN, 2019).

5.6 ANALISE QUANTITATIVA DAS ATIVIDADES XILANOLITICAS

Para uma producdo eficiente e de alto rendimento, a escolha de um substrato
apropriado constitui o primeiro passo na otimizacdo do processo (GRISI, 2011). O
substrato além de ser fonte de carbono, fornece para os microrganismos diversos
compostos que auxiliam na inducéo, propiciando uma extensao da fase de producédo que
pode resultar num aumento da produtividade do processo (HALTRICH et al., 1996;
KULKARNI et al., 1999).

Foram selecionadas as cepas com maior |.E. para o ensaio de atividade xilanolitica
em meio liquido, para xilana extraida dos residuos, a que apresentou maior |I.E. foia JS19,
como controle, foi selecionado as cepas JS20, JS26, JTF17 e S1J2, porém a JS20 foi a

Unica que cresceu em meio liquido.
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As cepas JS19 e JS20 foram testadas quanto as atividades xilanoliticas
extracelulares, nos sobrenadantes livres das células, apos cultivos em meio especificos
por 10 minutos de acéo enzimética (Tabela 6).

A cepa JS19 apresentou uma boa atividade xilanolitica, podendo evidenciar a
atividade que foi visualizada dos halos de degradacéo em placa (Figura 2), a quantificacdo
variou de 0,55 U/mL no meio de cultivo LB/Palha, usando a xilana comercial como
substrato, a 0,92 U/mL, no meio de cultivo LB/Bagaco usando a xilana do bagaco como
substrato (Tabela 6).

Por outro lado, a cepa JS20 que apresentou apenas atividade de degradacéo em
placa para xilana comercial, foi visto uma baixa atividade, principalmente para o substrato
da xilana comercial, que variou de 0,12 U/mL no meio de cultivo LB/Sabugo e 0,14 U/mL
no meio de cultivo LB/Palha e LB/Bagaco (Tabela 6).

Tabela 6 — Quantificacdo das atividades xilanoliticas dos isolados bacterianos JS19 e JS20

Cepa Meio de Cultivo Substrato U/mL
JS19 LB/Sabugo Xil (1) 0,78
JS19 LB/Sabugo Xil (4) 0,74
JS19 LB/Palha Xil (2) 0,77
JS19 LB/Palha Xil (4) 0,55
JS19 LB/Bagaco Xil (3) 0,92
JS19 LB/Bagaco Xil (4) 0,77
JS20 LB/Sabugo Xil (1) 0,30
JS20 LB/Sabugo Xil (4) 0,12
JS20 LB/Palha Xil (2) 0,18
JS20 LB/Palha Xil (4) 0,14
JS20 LB/Bagago Xil (3) 0,30
JS20 LB/Bagago Xil (4) 0,14

Xil (1) — xilana do sabugo do milho; Xil (2) — xilana da palha da cana-de-aglcar;

Xil (3) — xilana do bagaco da cana-de-agucar; Xil (4) — xilana de Beechwood (comercial)

Fonte: Propria do autor

Como esperado e evidenciado em outros estudos do nosso grupo (GRISI, 2011;
PADILHA et al., 2014), a cepa JS19 apresentou um comportamento produtivo alto
quando cultivado em meio LB/Bagaco, porém foi verificado nesse trabalho que os
residuos palha e sabugo também servem como fontes alternativas de carbono para
producdo de enzimas. Este fato mostra que a JS19 exibe potencial de producdo de
xilanase, dependendo do substrato e o tipo de xilana que seréa utilizado.

De acordo com Castro e Pereira Jr. (2010), os tipos de enzimas produzidos pelos

microrganismos irdo atuar de maneira diferenciada, a partir das diferentes fontes de
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carbono disponiveis nos meios de cultivo, visto que a xilana de Beechwood é proveniente
de diferentes espécies de arvores do género Faguas (faia), 0 que apresenta caracteristicas
distintas quanto a natureza da xilana, o que pode influenciar no processo de degradacao
pelas enzimas bacterianas, como foi visto neste trabalho e outros (VIIKARI et al., 1994);

Em geral, a xilana de Birchwood é mais utilizado nos meios de cultivo liquidos
para os testes de atividade enzimatica, assim como substrato na determinagéo da atividade
pelos métodos de acUcares redutores. Azeri; Tamer e Oskay (2010) utilizaram o xilano
de Birchwood na avaliacdo da atividade xilanolitica e obtiveram um maior rendimento
entre 2,5 e 3,3 U/mL, em relacdo aos observados no nosso trabalho. Igualmente, Heck;
Hertz e Ayus (2002), Park e Cho (2010) e Sanghi et al. (2010) utilizaram o xilano de
Birchwood para avaliacdo da atividade xilanolitica, com rendimentos variaveis.

Amore et al. (2015) isolaram bactérias do género Bacillus, Lysinibacillus e
Streptomyces com atividades xilanoliticas que variavam de 0,4 a 0,6 U/mL, porém,
quando alteradas as condi¢des de cultivo, dois deles atingiram atividades maximas de 9,4
e 10,5 U/mL, desta forma, fica evidente que variagcdes no processo de cultivo devem ser
avaliados, como pH, temperatura, agitacdo, substrato otimiza a produgdo enzimatica
(GUPTA et al., 2013; SILVA, 2015).

Os resultados obtidos neste trabalho quanto a produgdo enzimatica utilizando
sabugo do milho, bagaco e palha da cana-de-agucar, apresentam perspectiva futura de sua
utilizacdo como fonte alternativa de carbono de baixo custo, o que podera contribuir para

reducdo de gastos nos processos industriais.

5.7 ANALISE DAS ENZIMAS PELA TECNICA ELETROFORETICA
ZIMOGRAMA

As enzimas Xilanoliticas produzidas pela cepa bacteriana JS19 foram visualizadas
em gel de poliacrilamida, em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE), corados com
vermelho Congo, conforme o protocolo ver Anexo 4.

Na Figura 12 sdo visualizadas as xilanases produzidas pela cepa JS19, no gel que
foi acrescido de xilana do bagaco utilizando os sobrenadantes dos cultivos LB/xilana
sabugo (1), LB/xilana palha (2) e LB/xilana bagaco (3) recém processados.

As xilanases visualizadas na Figura 12 se apresentaram com, pelo menos, dois
tamanhos de bandas distintas, variando em torno de 60 a 66,2 kDa. Segundo Wong e

colaboradores (1998) as xilanases possuem dois grupos de classificagdo de acordo com
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suas caracteristicas fisico-quimicas, um grupo de xilanases com peso molecular <30 kDa

e outro grupo com xilanases com peso molecular >30 kDa.

Figura 12 — Zimograma para visualizacdo das xilanases em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE — 8%),
adicionado de bagaco de cana-de-agUcar (2%); 1 — sobrenadante do cultivo LB/xilana sabugo, 2 -
sobrenadante do cultivo LB/xilana palha e 3 - sobrenadante do cultivo LB/xilana bagago. M — Marcador de
proteinas (Unstained Protein Molecular Weight Marker — Thermo Fisher Scientific, EUA)

Fonte: Propria do autor

Alguns pesquisadores também relataram enzimas com peso molecular
semelhantes ao encontrado neste trabalho, hemicelulases produzidas por Aeromonas
caviae W61 (VIET et al. 1991), xilanases produzidas por Bacillus polymyxa CECT 153
(MORALES et al. 1993), B-1,4-xilanases produzidas por Staphylococcus sp. SG 13
(GUPTA; BHUSHAM; HOONDAL, 2000) e B-xilosidases produzidas por Selenomonas
sp. GA192 (JORDAN et al., 2010).

Liu e colaboradores (2021) utilizaram Bacillus subtilis para prospecgédo
enzimatica, no qual foi encontrado uma enzima multifulcional BSGH13 com atividade

de a-amilase, endoglucanase e xilanase, essa enzima possui peso mocelular de 66,5 kDa.
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5.8 CARACTERIZAQAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

BACTERIANOS

A caracterizagdo molecular dos isolados ocorreu apds a extragdo dos DNAs
gendmicos (Figura 13), os quais foram utilizados nas amplificagdes dos genes 16S rRNA.

Figura 13 — DNA gendmico dos isolados: 1 — JS19; 2 — JS20 e M — Marcador de peso molecular 1 kb

(Fermentas, Thermo Fisher Scientific, EUA).

10 kb

Fonte: Propria do autor

Os amplicons correspondentes ao gene 16S rDNA, geraram fragmentos com
aproximadamente 1500 pb (Figura 14), como esperado. Os produtos de PCR 16S
purificados foram utilizados na reacdo de sequenciamento para identificacdo dos isolados

JS19 e JS20, as sequéncias obtidas estdo apresentadas no Anexo 9.
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Figura 14 - Produtos da PCR 16S rRNA das cepas: 1 —JS19 e 2 — JS20; M — Marcador de peso molecular
1 kb (Fermentas Thermo Fisher Scientific, EUA).

e JS20 estdo descritos na Tabela 7.
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Os resultados das reacoes de sequenciamento de identificacdo dos isolados JS19

Tabela 7 - Identificagdo molecular dos isolados JS19 e JS20 a partir da comparacdo das sequéncias

parciais do gene 16S rRNA com as sequéncias contidas no banco de dados GenBank.

R - Max. Cddigo identificacdo
Cepa Género Espécie Query Cover E-value* Ident ** gGenBank ¢
JS19 Bacillus B. pumilus 100% 0.0 100% KC692196.1
JS19 Bacillus B. safensis 100% 0.0 99,86% MT133347.1
JS19 Bacillus  B.australimaris 100% 0.0 99,86% MN752434.1
JS20 Priestia  P. megaterium 100% 0.0 100% CP045272.1
JS20 Priestia  P. gingshengii 100% 0.0 100% MT353876.1
JS20 Priestia  P. aryabhattai 100% 0.0 100% MN062938.1

* O valor do e-value sugere que quanto mais proximo do zero, mais confidvel é o alinhamento das
sequéncias; ** Indice de similaridade: 0-100%

Fonte: Propria do autor

Os dois isolados bacterianos (JS19 e JS20) utilizados no presente estudo puderam

ser identificadas no nivel de género, porém apresentando especificidade entre trés

espécies distintas para cada uma.

O isolado JS19 depositada no GenBank como Bacillus sp., JS19 sob cddigo

(OM759815), possui alta identidade do gene 16S com sequéncias de Bacillus pumilus,

Bacillus safensis e Bacillus australimaris, variando de 100 a 99,86% e e-value O (Tabela

7).
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O isolado JS20 se apresentou como 0 género Priestia, no qual possui alta
identidade do gene 16S com sequéncias de Priestia megaterium, Priestia gingshengii e
Priestia aryabhattai, com identidade de 100% e e-value 0 (Tabela 7). O género Priestia
por ser uma reclassificagdo do género Bacillus, com alta similaridades entre os géneros,
se tornando necessario adicionar formas complementares de classificacdo, além da
utilizada pelo gene 16S utilizada neste trabalho.

No inicio da década de 90 a comunidade cientifica revisou a relacdo filogenética
deste género de microrganimos, devido a sua heterogeneidade, algumas espécies que
eram consideradas do género Bacillus foram reclassificadas em mais de dez diferentes
géneros, como por exemplo, Priestia, Geobacillus, Paenibacillus (ASH; PRIEST;
COLLINS, 1993; HELGASON et al., 2000; SILVA, 2015) o que dificultou a
classificagdo das espécies das cepas JS19 e JS20 utilizando o gene 16S.

O género Bacillus, pertencente a familia Bacillaceae, no qual a cepa JS19 foi
identificada, € composta por mais de 200 espécies que possuem a forma de bacilo,
geralmente apresentam endosporo, sdo aerobicos ou facultativos e sdo encontradas em
diversos ecossistemas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Dentro do dominio Bacteria, o género Bacillus € o grupo de maior importancia
biotecnologica para aplicacao industrial (LUBKOWSKA et al., 2021). Diversas enzimas
hidroliticas pertencentes a este género estdo sendo caracterizadas, com destaque para
xilanase (NAGAR et al., 2010; SHARMA; KUMAR, 2013; KUMAR; NAVARRO;
SHUKLA, 2016; VERMA, 2021).

Em 2020, Grupta e colaboradores mostraram que muitas espécies de Bacillus,
costituem um total de 17 novos géneros individuais, surgindo assim novos géneros, assim
como Priestia, contendo as antigas espécies, B. megaterium, B. abyssalis, B. aryabhattai,
B. endophyticus entre outras (GUPTA et al., 2020).

Bactérias do género Bacillus podem ser encontradas em diversos habitats como
agua marinha (XU et al., 2014), plantas e solo (DOBRZANSKI et al., 2018). No qual seu
metabolismo é adaptado a uma variedade de fontes de carbono, incluindo a xilose
(subproduto da hemicelulose xilana) (JESUS et al., 2016). Com isso, esse género vem se
destacado na industria biotecnologica para producdo enzimatica (ZHENG et al., 2012;
GUPTA et al., 2020; BIEDENDIECK et al., 2021).
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6. CONCLUSOES

No presente trabalho pode-se concluir que:

e Os residuos agroindustriais como sabugo de milho, bagaco e palha da cana-de-
acucar sdo fontes promissoras para obtencdo de polimeros com alto valor
agregado, como a xilana, tendo rendimento favoravel

e Os residuos utilizados no presente estudo possuiram rendimentos favoraveis para
execucdo do trabalho, assim como verificado na literatura;

e Os ensaios como FT-IR e a analise térmica evidenciaram que o polimero obtido
neste trabalho tem grande similaridade fisico-quimica com a xilana;

e A xilana extraida no presente trabalho pode ser utilizada como fonte de producao
de xilanase, em meio solido;

e A cepa JS19, utilizando o gene 16S, foi identificada pertencente ao género
Bacillus;

e A cepa JS19 se apresentou como promissora na producdo de xilanases,
apresentando facilidade no crescimento e degradacéo de residuos industriais tanto

em meio sélido, como em meio liquido;

Por fim, os residuos sabugo de milho, bagaco e palha da cana-de-aclcar podem ser
utilizadas como fonte alternativa de carbono, para producéao de xilanases, aumentando o
valor agregado do produto e contribuindo para uma provavel diminuicdo dos custos de
producdo, sendo fontes promissoras de polimeros com alto valor agregado, como visto

neste trabalho, a xilana.
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ANEXO 1

METODO DO ACIDO 3,5-DINITROSALICILICO (DNS)
Preparacdo do reagente DNS (MILLER, 1959)

O reagente DNS é composto por duas solucbes preparadas separadamente, que foram
posteriormente misturadas:

Solugdo A: adicionou-se 10 g de acido 3,5-dinitrosalicilico a uma solucdo de 200 mL de
hidréxido de sédio (2 M), recém-preparada;

Solucédo B: adicionou-se 300 g de tartarato duplo de sodio e potassio a 500 mL de agua
destilada, sob aquecimento e agitacdo constantes. Ainda nessas condic¢des, adicionou-se
a solucdo A sobre a solucdo B, até a completa dissolucdo do DNS.

Apos resfriamento, transferir a mistura para balédo volumétrico de 1.000 mL e o volume
foi completado com agua destilada.

O reagente foi armazenado em frasco de polipropileno, ao abrigo da luz.

A padronizacédo deve ser feita apds 10 dias do preparo.



64

ANEXO 2
CURVA PADRAO DA XILOSE

Protocolo
Preparacéo das solugdes:

- Foi pesado 36 mg de xilose e transferido para o baldo volumétrico de 100 ml contendo
agua MilliQ;

- Ap6s a homogeneizacdo completa, foi transferido da solucédo principal (0,5; 1,5; 3; 4,5;
6; 7,5 e 9 ml) para tubos de ensaio (solucdo de trabalho);

- Nas solucdes de trabalho, nos completamos com tampao fosfato de sodio (pH 6,5) para
10 ml;

- Da solucdo de trabalho, foi retirado 0,5 ml e colocado em microtubos, contendo 0,5 ml
de DNS;

OBS: Foi feito em duplicata para cada solucao de trabalho.

- Apos a preparagdo de todas as solugdes, as mesmas foram colocadas em banho-maria
(100°C) por 5 minutos;

- Apds os 5 minutos, os mesmos foram esfriados em banho de gelo até chegar em
temperatura ambiente;

Leitura de placas de 96 pocos (ELISA)

- Pegamos 260 ml de agua MilliQ, distribuimos 40 microlitros de cada amostra em placa
de 96 pocos;

- Para solugdo “branca” foi colocado 0,5 ml de tampao (sem agticar) e 0,5 ml de DNS.

Gréafico da curva padrédo da xilose
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R?=0.9938
4
35 ®
.oe
3
E .00
%2.5 —
E 2 e
4] et
815 1
1 -®
05 o
o
0
0 02 04 06 08 1 12 14 16 18

ABS (540)



ANEXO 3

e Tampéo fosfato de sodio (pH 7)

Tampéo fosfato de sodio 0,1M a diferentes pHs.
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Solucé@o A: Solucdo 0,2M de fosfato de sdédio monobésico (NaH2PO4sH.0; PM =

138,01);
27,69/1000 ml de &gua destilada.

Solucéo B: Solugéo 0,2M de fosfato de sddio bibasico (NazHPO4; PM = 141, 98);

28,49/1000 ml de &gua destilada.

Mistura-se os volumes indicados na tabela abaixo e completando-se para 200 ml com

agua destilada pode-se fazer tampao fosfato de sddio 0,1M a diferentes pHs:

Sol A Sol B
mh (my P
92 8 5,8
90 10 5,9
87,7 12,3 6
85 15 6,1
81,5 19,5 6,2
77,5 22,5 6,3
73,5 26,5 6,4
68,5 31,5 6,5
62,5 37,5 6,6
56,5 43,5 6,7
51 49 6,8
45 55 6,9
39 6l 7
33 67 7,1
28 72 7,2
23 77 7,3
19 81 7,4
16 84 7,5
13 87 7,6
10,5 89,5 1,7
8,5 91,5 7,8




ANEXO 4
Metodologia SDS-PAGE - Ziomograma
- Montar a cuba;
- Preparar o Resolving gel (ver Tabela A);
- Aplicar o Resolving gel no aparato até o nivel desejado;
- Aplicar 4gua Milli-Q ou alcool P.A. ou 70% para nivelar o gel;

- Apos a polimerizacdo, retirar a &gua ou alcool e secar com papel;

- Preparar o Stacking gel (ver Tabela B). Aplicar o Stacking gel e inserir o pente;

- Esperar 15 min pela polimerizagao;

- Montar o aparato de eletroforese contendo o tampao de corrida (ver Tabela C);

OBS: Retirar a borracha seladora. Usar grampo para manusear as placas;

OBS: Colocar sempre tampao de corrida novo no meio da cuba.

- Retirar o pente;
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- Preparar as amostras: misturar 2 volumes de amostra para cada volume do tampéo da

amostra (ver Tabela D);
- Aplicar as amostras nos pocos. Realizar a eletroforese a 200 V, 400 mA,;

Tabela A — Resolving gel (8%) (Sambrook et al., 1989)

Reagentes Para um gel com 5 ml
Agua destilada estéril 2,3 mLt
Acrilamida 30% mix 1,3mL

Tris 1,5 M (pH 8,8) 1,3mL

SDS 10% 0,05 mL
Persulfato de aménia 10% 0,05 mL
TEMED 0,003 mL
Substrato (xilana 2%) 0,05 mL

1 - Descontar 0,5 mL do substrato.

Tabela B — Stacking gel (5%) (Sambrook et al., 1989)

Reagentes Para um gel com 5 ml
Agua destilada estéril 1,4 mL
Acrilamida 30% mix 0,33 mL
Tris 1,5 M (pH 8,8) 0,25 mL
SDS 10% 0,02 mL
Persulfato de ambnia 10% 0,02 mL

TEMED 0,003 mL
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Tabela C — Tampéo de corrida 10X

Reagentes 2X
Tris base 250 mM
SDS 1%
Glicina pH 8,3 25M

Coloragédo zimograma (atividade enzimatica para xilanase)

- Colocar o gel na solucéo de Triton 100X (2,5%) por 30 minutos, em agitador de placas
(baixa rotacdo), apos este periodo, descartar o Triton e passar um pouco de agua destilada
no gel;

- Em seguida, colocar o gel em tampdo fosfato de sédio pH 6,5 (50 mM) por 30 minutos,
em agitador de placas (baixa rotacao), descartar e adicionar mais tampéo fosfato e incubar
a 15 min a 50°C,;

- Descartar o tampéo e corar com vermelho Congo 0,1% por 15 min, descartar e adicionar
Nacl 1M por 15 min. Descartar o Nacl e adicionar &cido acético 10% para visualizar e
fotografar o gel.



ANEXO 5

Quantificagcdo do DNA — Nanodrop

Cepa ng/ul  260/280 260/230

JS19 27,3 1,9 1,79

JS20 29,5 1,9 2,07
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ANEXO 6
Dosagem da PCR

Dosagem feito em duplicata

Cepa ng/pL  260/280 260/230
Js19 404 1,89 2,31
JS19° 5194 1,89 2,29
JS20 428,7 1,89 2,34
JS20°  497,7 1,87 2,31

Purificacdo do produto da PCR
- Foi utilizado o kit Promega wizard® SV gel and PCR Clean-Up System;

- Foi retirado 50 pLL do produto da PCR e 50 uL. da membrane binding solution, sendo
colocada na coluna, este processo durou 1 min;

- Ap6s 1 min centrifugamos a 16.000g (12.980 rpm) por 1 minuto;

- Descartamos o liquido, apos isso, realizamos a lavagem, pegamos 700 uL da membrane
wash solution, centrifugamos novamente por 1 minuto;

- Descartamos a solucdo, lavamos novamente e centrifugamos por 5 minutos;

- Descartamos novamente e centrifugamos por 1 minuto para evaporacdo do liquido
residual;

- Descartamos 0 microtubo, pegamos um novo e colocamos a coluna com nossa amostra,
lavamos com 50 uL de nuclease free water (incubamos por 1 min) e centrifugamos por 1
min;

- Descartamos a coluna e ficamos com nosso produto da PCR purificado.

Dosagem do produto da PCR purificado

Cepa ng/pL  260/280 260/230
JS19 77,1 1,92 2,09
JS20 93,9 1,90 2,24
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ANEXO 7

Protocolo de envio dos DNAs para sequenciamento pela empresa ACTGene
anélises Moleculares Ltda.

- Com base dos valores de quantificagdo das amostras dos produtos de PCR, as amostras
deveram conter entre 30 e 60 ng de DNA;

Amostras ng/pL a;w , XU Q

1 17,9 - x3uL = 53,7ng ' H
Amostral Amostra 2 Amostra 3

2 20,4 - x2uL = 40,8ng
3 ul amostra 2 uL amostra 1 uL amostra
1 ul primer 1 uL primer Tul primer

3 45,7 - X1uL =45,7ng Z2uldguaMili-Q  3ulLdguaMil-Q  4ul agua Mili-Q

Fonte: ACTGene Fonte: ACTGene

Diluicéo das amostras:
- JS19
2 uL = 154ng + 3 uL de agua MilliQ = 51,3ng
- JS20
2 uL =93,9 ng + 3 uL de 4gua MilliQ = 62,6 ng
OBS: Fizemos a amostra 2 - 2 uLL da amostra — 1 uL. de primer e 3 uL de agua MilliQ
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ANEXO 8

Curvas do Differential Scanning Calorimetry (DSC);
Peak — Temperatura Média (Tm); Onset — Temperatura Inicial (Ti); Endset — Temperatura

final (TT).
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oy Temp
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A~ 430000
“l ’\x / R‘
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ANEXO 9

Sequéncia das cepas JS19 e JS20 ap0s o tratamento:

JS19

>Seq19
TGCAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTG
AGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCT
AATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTG
TCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCA
AGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAA
GTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGT
TGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG
TTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAG
AAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGT
GGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGC
CTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCAAGACCGCAAGGTTT
AGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTG
AAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAG
GTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGGGAAGTC
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