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RESUMO

E cada vez mais presente pesquisas com microrganismos endofiticos produtores de
diferentes metabolitos, tais como as enzimas hidroliticas, que apresentam grande
aplicabilidade nos processos industriais, devido a sua ampla variedade de estrutura
e de aplicacdes, alta especificidade e estabilidade, baixo impacto ao meio ambiente,
possibilidade de producdo em grande escala em curto periodo de tempo e com
baixo custo. O presente estudo teve como objetivo isolar bactérias endofiticas de
Tridax procumbens (L.) e avaliar a producéo de enzimas hidroliticas produzidas por
essas bactérias. Um total de oito bactérias endofiticas, de diferentes partes da planta
foram selecionadas e analisadas quanto a sua capacidade de sintese das enzimas
amilase, B-glucosidase, celulase, endoglucanase, esterase, exoglucanase, lipase,
pectinase, protease e xilanase, usando meios de cultura soélidos especificos para
producdo de cada enzima. Das oito bactérias isoladas, todas apresentaram atividade
pectinolitica e proteolitica, 87,5% atividade B-glucosidase e celulolitica (cana-de-
acucar), 75% atividade endoglucanase e exoglucanase, 62,5% atividade xilanase,
50% atividade amilolitica, 37,5% atividade celulolitica (bambu) e esterasica,
nenhuma apresentou atividade lipasica. Em conclusao, os isolados exibem potencial
como produtores de enzimas hidroliticas de interesse industrial.
PALAVRAS-CHAVE: Asteraceae; Biotecnologia; Enzimas hidroliticas.

ENZYMES OF COMMERCIAL INTEREST ISOLATED FROM ENDOPHYTIC
BACTERIA OF WEED Tridax procumbens (L.) (BULL HERB)

ABSTRACT
Research with endophytic microorganisms producing different metabolites, such as
hydrolytic enzymes, is increasingly present, which has great applicability in industrial
processes, due to its wide variety of structure and applications, high specificity,
stability, low impact on the environment, possibility large-scale production in a short
period of time and at low cost. The present study aimed to isolate endophytic
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bacteria from Tridax procumbens (L.) and to evaluate the production of hydrolytic
enzymes produced by these bacteria. A total of eight endophytic bacteria, from
different parts of the plant, were selected and analyzed for their ability to synthesize
the enzymes amylase, [-glucosidase, cellulase, endoglucanase, esterase,
exoglucanase, lipase, pectinase, protease and xylanase, using culture specific solids
for the production of each enzyme. Of the eight isolated bacteria, all showed
pectinolytic and proteolytic activity, 87.5% [-glucosidase and cellulolytic activity
(sugar cane), 75% endoglucanase and exoglucanase activity, 62.5% xylanase
activity, 50% amylolytic activity, 37.5% cellulolytic (bamboo) and sterasic activity,
none showed lipase activity. In conclusion, the isolates show potential as producers
of hydrolytic enzymes of industrial interest.

KEYWORDS: Asteraceae; Biotechnology; Hydrolytic enzymes.

INTRODUCAO

A Tridax procumbens (L.) é uma erva daninha pertencente a familia
Asteraceae, muito comum em regides tropicais, com temperatura elevada e boa
umidade (VIJAY et al., 2019). E bem conhecida como infestante (AKINOLA;
ADELOWO, 2020), com rapida taxa de crescimento, e possuindo atividade
metabdlica durante quase todo o ano (GOVARTHANAN et al., 2016). Sabe-se, que
relacdes simbidticas entre plantas e microrganismos pode aumentar a resisténcia do
vegetal frente as condicbes ambientais adversas, havendo, entdo, a coexisténcia
benéfica entre a planta e seu hospedeiro, podendo este ser um enddfito (TETARD-
JONES; EDWARDS, 2016; MATOS et al., 2019).

A interacdo planta-endofito ainda néo é totalmente compreendida (SANTOYO
et al., 2016), entretanto, essa coexisténcia é relatada desde o inicio do século XIX
nos experimentos de Heinrich Friedrich Link (HARDOIM et al., 2015). Ao longo dos
anos, e das descobertas feitas, o termo endofitico agregou conceituacdes em sua
definicdo, sendo a mais recente proposta por Hardoim et al., (2015) se referindo ao
endofito como “todos 0s microrganismos que colonizam, durante toda ou parte de
sua vida, tecidos internos de uma planta” (HARDOIM et al., 2015).

Esses microrganismos podem adentrar nos tecidos da planta pela via
horizontal, fazendo penetracdo passiva através dos estdmatos, lenticelas e fissuras
nas raizes, ou de forma ativa pela secrecdo de enzimas hidroliticas, pela via vertical
por meio de sementes, ou por uma via mista (FERNANDES et al., 2015; TROGNITZ
et al.,, 2016; FRANK et al., 2017), podendo ser localizados dentro da planta nos
espacos intercelulares e intracelulares (PAPIK et al., 2020).

A simbiose planta-endofito pode gerar metabdlitos de interesse comercial e
biotecnolégico, como as enzimas (SINGH et al., 2019). Esses biocatalizadores de
origem microbiana podem possuir ampla variedade de estrutura e de aplicagoes,
sendo altamente especificos, estaveis, benéficos ao meio ambiente, passiveis a
grande escala de producdo em curto periodo de tempo e com baixo custo (SINGH,
et al., 2016; ANBU et al., 2017; COELHO et al., 2017; LIU; KOKARE, 2017).

As enzimas possuem seis classes, se dividindo em subclasses de acordo com
suas funcdes (MANISHA; YADAYV, 2017), 75% das enzimas utilizadas em industrias
sdo da classe das hidroliticas (proteases, celulases, pectinases, esterases, lipases,
amilases e xilanases) (LI et al., 2012; SINGH, et al., 2016), sendo muito utilizadas
em produtos de limpeza, cosméticos, industria alimenticia, téxtil, celulose e papel,
processamento de couro e farmacéutica (LI et al., 2012; PRAYAGO et al., 2020).
Visando a busca por novas fontes de isolamento de endofiticos produtores de
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enzimas hidroliticas de interesse comercial, este estudo teve como objetivo avaliar a
producdo dessas enzimas em bactérias endofiticas isoladas da T. procumbens (L.)

MATERIAIS E METODOS
Isolamento dos microrganismos endofiticos

As amostras de T. procumbens (L.) foram coletadas, em outubro de 2017, no
jardim da Faculdade de Odontologia (16°40°'32"S 49°14'41"W) da Universidade
Federal de Goias (UFG) em Goiania-GO, posteriormente levadas ao laboratorio de
Microbiologia Ambiental e Biotecnologia (LAMAB- UFG) onde se seguiu a
metodologia de Araujo et al. (2002) para desinfec¢cdo da amostra.

As amostras foram desinfetadas seguindo a metodologia de Araudjo et al.
(2002). Logo apos a coleta, as amostras foram lavadas em agua corrente para a
remocao da sujidade, e, posteriormente, ao processo de secagem sobre papel
absorvente em temperatura ambiente, foram submetidas ao processo de
desinfeccdo superficial com etanol a 70% (v/v), por um minuto; hipoclorito de sédio a
2,0% (v/v), por quatro minutos; trés lavagens em agua destilada esterilizada; banho
de ultrassom (40 kHz), por 10 minutos; trés lavagens com agua destilada
esterilizada; etanol 70% por 30 segundos, seguidos de uma lavagem final com agua
destilada esterilizada, por duas vezes.

O controle do processo de desinfeccdo da superficie vegetal foi realizado
inoculando trés aliquotas de 1,0 mL da ultima agua de lavagem das amostras em
tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubado a 30 °C por 72 horas. A
auséncia de turvacdo nesses meios foi considerada uma resposta positiva quanto a
eficiéncia do processo de desinfeccao.

Para o isolamento dos microrganismos endofiticos, foi utilizada a técnica de

fragmentacdo, onde as amostras previamente desinfetadas foram cortadas, com o
auxilio de um bisturi esterilizado, em fragmentos de 1 cm2 Posteriormente, as
amostras foram inoculadas individualmente em placas de Petri contendo 0os meios
de cultura: Nutrient Agar (NA), Tryptic Soy Broth (TSB), meio King, meio Amido
Caseina- KNO3., e meio extrato de malte e levedura (ISP2) + Amido a 1%.
As placas, com os fragmentos vegetais previamente desinfetados, foram incubadas
a 30 °C por 15 dias. Apos o crescimento multiplo de microrganismos por placa,
selecionou-se as coldnias de bactérias isoladas e com diferencas macroscopicas,
visando a possivel selecao de diferentes espécimes bacterianas. Os microrganismos
crescidos foram purificados, por técnica de esgotamento de alga, nos respectivos
meios soélidos onde tiveram o crescimento observado pela primeira vez, este
procedimento foi repetido cinco vezes.

Caracterizagcdo morfotintorial e morfocolonial

Para caracterizacdo morfotintorial e morfocolonial foram preparadas laminas a
fresco aliadas a técnica de coloracdo Gram, identificando as bactérias mediante
suas caracteristicas morfologicas.

Avaliacdo da atividade enzimatica

Foi analisada a capacidade de sintese das enzimas amilase, B-glucosidase,
celulase, endoglucanase, esterase, exoglucanase ,lipase, pectinase, protease e
xilanase. Apos o crescimento dos isolados em caldo BHI a 30 °C por 24 horas, com
a finalidade de se fazer uma pré-selecéo da atividade enzimatica, foram pipetados
70 pL das amostras, crescidas em caldo BHI, em um multi-inoculador tipo Steer em
meios de cultura sdlidos especificos para producéo de cada enzima.
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Os isolados que se mostraram positivos, foram selecionados para a
determinacdo da atividade enzimatica, sendo previamente crescidos em caldo BHI e
posteriormente pipetados 20 pL das amostras crescidas em BHI no centro de cada
placa contendo os meios e suplementacdes para as atividades enziméticas
especificas.

Para a producao de amilases, seguiu-se a metodologia descrita por Hankin;
Anagnostakis (1975), com meio contendo agar Nutriente, suplementado por 0,2% de
amido soluvel (pH 6,0), sendo mantidas em estufa a 30 °C, por trés dias, a
positividade para a producdo dessa enzima foi visualizada pela presenca de halo
claro ao redor da colbnia.

Para a determinacdo da producdo de celulase total, endoglucanase,
exoglucanase e da B-glucosidade, utilizou-se a metodologia de Kasana et al. (2008).
Utilizando o meio Kasana com 1% de bagaco de cana-de-agUcar ou serragem de
bambu, ambos triturados e moidos em peneira de 1mm para celulase total, 1 % de
carboximetilcelulose para a endoglucanase, 1% de celulose microcristalina para
exoglucanase e para [(-glucosidade contendo meio agar Bushnell-Haas (BH)
adicionado de 0,1% de Extrato de levedura e 0,2 % de esculina e 0,05% de citrato
férrico de amdnio seguindo de acordo com Bushnell e Hass (1941).

Para a producédo de esterase e lipase, seguiu-se a metodologia descrita por
Sierra (1957). Usando meio de sierra adicionado de 1% de Tween 20, para atividade
esterasica (pH 7,4) e 1% de Tween 80 para atividade lipasica (pH 7,4). O método
proposto por Hankin et al. (1971), foi utilizado para avaliar a producao de pectinase,
utilizando meio de Hankin.

Para a determinacao de producgéo das proteases, foi usada a metodologia de
Vieira (1999) com meio de cultura contendo agar Nutriente, suplementado com leite
comercial desnatado 1%. A presenca de halo claro ao redor da col6nia foi indicativa
de positividade. Para a avaliacdo da producdo de xilanase, seguiu 0 método de
Kasana et al. (2008), usando meio de Kasana, adicionado de 1 % de sabugo de
milho triturado e moido em peneira de 1 mm.

Célculo para determinacédo da atividade enzimatica

Para se determinar a atividade enzimatica (Pz) e classifica-la, calculou-se o
indice enzimatico (IE), determinado pela razdo entre o didmetro dos halos de
degradacdo enzimatica (dcp) pelo diametro das colénias (dc) formadas, de acordo
coma equacéo 1, utilizando-se da metodologia de Hankin e Anagnostakis (1975).

IE = %2 (1)

Os resultados foram classificados de acordo com Cuzzi et al. (2011) em
negativos, quando os valores de pZ = 1 (classe 1), positivos, quando 0,64 = pZ < 1
(classe 2) e fortemente positivos quando os valores se apresentaram menores que
0,64 (classe 3). Todas as atividades foram avaliadas em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Um total de oito coldnias bacterianas apresentaram-se viaveis, denominadas
de acordo com a sequéncia de inoculacdo e o local de isolamento da planta, por
exemplo, B (bactéria) 1 (primeira a ser inoculada) e F (isolada da folha), resultando
em B1F.
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Caracterizacado morfotintorial e morfocolonial das bactérias isoladas

Foram isoladas oito bactérias endofiticas de diferentes partes da T.
procumbens (L.) (denominadas, B2F, B3R, B4F, B5F, B8F, B10R, B14P e B15R).
Destas oito amostras isoladas, 50% se apresentaram como gram-positivas e 50%
como gram-negativas, ambas apresentando diversas morfologias, como mostrado
no quadro 1. A variabilidade demonstra a diversidade de espécimes endofiticas que
podem residir em amostras vegetais, sendo essa variabilidade determinada por
fatores ambientes adversos sofridos pela planta, tipo de solo, espécie da planta e
local de isolamento do enddfito (WOZNIAK et al., 2018).

QUADRO 1. Resultados da coloracdo de Gram em bactérias endofiticas isoladas da
T. procumbens (L.).

Bactérias endofiticas Coloracéo de Gram Morfologia
B2F + Bacilos
B3R - Cocos
B4F + Cocos
B5F - Cocobacilos
B8F - Cocobacilos
B1OR + Bacilos
B14P - Cocobacilos
B15R + Cocos

(+) gram-positiva, (-) gram-negativas

Avaliacdo enzimatica

Visando uma pré-selecdo da atividade enzimatica, utilizou-se o multi-
inoculador tipo Steer, para a inoculacdo dos isolados nas placas previamente
confeccionadas com os meios especificos para a acdo enzimatica desejada. A zona
mais clara ao redor das colonias correspondente dcp, indicando positividade para a
reacao enzimatica. Os resultados obtidos podem ser observados no quadro 2.

QUADRO 2. Pre-selecdo da atividade enzimatica presente em bactérias endofiticas
isoladas da T. procumben (L.) com o auxilio do inoculador Steer

Enzimas Isolados bacterianos
B2F | B3R | B4F | B5F | B8F | B1OR | B14P | B15R

Amilolitica - - + - + + - +
BGlucosidase - + + + + + + +
Celulase Total (Bambu) - + - + - - + -
Celulase Total (cana-de-agucar) + - + + + + +
Endoglucanase - + + - + + + +
Exoglucanase + - - + + + + +
Esterasica - - - - + + - +
Lipasica - - - - - - - -
Pectinolitica + + + + + + + +
Proteolitica + + + + + + + +
Xilanase - + + + - + - +

(+) resultado positivo: presenca de halo de hidrdlise, (-) resultado negativo: auséncia de halo.

De um total de oito isolados testados, 50% revelaram atividade amilolitica,
87,5% para [B-glucosidase, 37,5% para celulase total (bambu), 87,5% para celulase
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total (cana-de-acucar), 75% para endoglucanase e exoglucanase, 37,5% para
esterasica, 100% para pectinolitica e proteolitica e 62,5% para xilanase. Porém, nao
se observou a producao de lipases em nenhum dos isolados de T. procumbens (L.).

Procurando avaliar enzimaticamente as morfoespécies bacterianas, foi
estabelecido o Pz. O processo de mensuracdo da atividade enzimética dos
microrganismos decorreu da observagcao dos halos de degradacéo formados, sendo
calculada pelo IE. Os resultados obtidos sdo apresentados na tabela 1.

TABELA 1. Producédo de enzimas hidroliticas por isolados bacterianos endofiticos
de T. procumbens (L.)

2
g s -
8 g e @ 8
5 E © - = 0
s N ° & 8 © 3
s s ., & & EB. 5 £ 5 3
Q [ 3] ) - '_E o < o =] 3]
) el = 3 e Lo 3 Q G © 35 E 2
S g S 0) S S 3, ) = @ 2 < o ©
5 2 ¢ ¢ £ fg § % § g £ g8 ¢
s & E ® % =6 2 £ # & § 8 &
k% < < m O 0o L LIJ w3 a a P
IE - - - 0,62 - 0,55 - - 045 0,53 -
B2F
Pz - - - 3 - 3 - - 3 3 -
IE - 0,27 0,79 - 0,79 - - - 068 083 031
B3R
Pz - 3 2 - 2 - - - 2 2 3
BAF IE 0,88 0,61 - 0,39 0,57 - - - 057 082 0,44
Pz 2 3 - 3 3 - - - 3 2 3
B5E IE - 0,40 0,78 0,92 - 0,91 - - 086 092 0,92
Pz - 3 2 2 - 2 - - 2 2 2
BSF IE 0,85 0,70 - 0,71 0,67 0,40 063 - 045 0,88 -
Pz 2 2 - 2 2 3 3 - 3 2 -
IE 0,75 0,73 - 0,60 0,52 0,58 0,76 - 0,57 0,9 0,41
B10R
Pz 2 2 - 3 3 3 2 - 3 2 3
IE - 1,0 0,75 0,65 0,64 0,82 - - 080 0,93 -
B14P
Pz - 1 2 2 2 2 - - 2 2 -
B15R IE 0,87 0,68 - 0,46 0,35 0,46 061 - 045 0,70 0,40
Pz 2 2 - 3 3 3 3 - 3 2 3

IE= razdo entre o diametro da col6nia em milimetro (dc) e o diametro do halo de degradacao do
precipitado em milimetro (dcp). Resultados em mm. De acordo com Cuzzi et al. (2011) negativos (PZ
= 1, classe 1), positivos (0,64 = PZ < 1, classe 2) e fortemente positivos (PZ < 0,64, classe 3). (-)
indica que os isolados apresentaram resultados negativos nos testes de atividade enzimatica.

De acordo com os dados da tabela 1, todas as amostras testadas para
atividade amilolitica se enquadram na classe 2, positivos. Em que, o melhor Pz &
exposto pela B10R, com IE 0,75. Tal resultado coincide com os encontrados por
Cuzzi et al. (2011) em fungos endofiticos isolados da Baccharis dracunculifolia.

J& para a atividade do complexo das celulases (B-glucosidase, celulase total,
endoglucana e exoglucanase), 51,7% das amostras testadas se apresentaram como
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Pz de classe 3, fortemente positivos, no qual o B3R para o teste de celulase ((3-
glucosidase) apresentou o melhor IE do estudo, se assemelhando aos resultados
encontrados por Marques et al. (2018), que encontraram uma Otima producéo de [3-
glucosidase por fungos endofiticos em seu estudo. Neste estudo, 44,8% das
amostras se apresentaram como positivos (classe 2).

Os resultados obtidos para a producdo de celulase total, demonstraram que
todos os isolados foram capazes de produzir essa enzima sob a influéncia de, pelo
menos, uma das suplementacdes adicionadas, ou na presenca do triturado de
bambu, ou do triturado de cana-de-acucar, se assemelhando aos resultados
encontrados por Yopi et al. (2017), e se diferenciando dos resultados obtidos por
Barbosa et al. (2015), que ndo encontraram atividade celulolitica nos enddfitos
isolados de Hyptis suaveolens (L.). Seis dos oito isolados (75%) foram capazes de
produzir endoglucanase e exoglucanase, fato semelhante ao encontrado por WU et
al. (2017).

Para atividade esterasica, das trés amostras testadas, duas se enquadraram
como fortemente positivas (classe 3) (B8F e B15R) e uma em positivo (classe 2)
(B1OR). A positividade para esterases presente em 37,5%, dos microrganismos das
amostras, se assemelha com a porcentagem de 33,3% dos isolados endofiticos de
Hyptis suaveolens com atividades esterases, apresentado na pesquisa de Barbosa
et al. (2015).

Observando as atividades pectinoliticas, 62,5% dos isolados sao pertencentes
a classe 3, fortemente positivos para a excrecdo dessa enzima, e 37,5% sédo de
classe 2, positivos. A alta taxa nos isolados de excrecdo desta enzima hidrolitica se
assemelha aos resultados encontrados por Manisha e Yadav (2017), em que
iIsolados de Ocimum sanctum e Aloe vera, apresentaram producgéo desta enzima.

Para a atividade proteolitica, apenas a amostra B2F se apresentou como
classe 3, Pz fortemente positiva, enquanto, 87,5% apresentaram como Pz positivo
(classe 2). Fato semelhante aos resultados encontrados por Cuzzi et al. (2011) em
fungos endofiticos isolados da Baccharis dracunculifolia.

A atividade xilanolitica do estudo se expde como classe 3, fortemente
positiva, em 80% dos isolados positivos para essa atividade, e classe 2, positivos,
em 20% destas. Resultado que indica uma boa excrecao desta enzima.

Considerando-se os resultados obtidos, é correto afirmar que 100% das
bactérias isoladas da Tridax procumbens (L.) apresentaram producdo de, pelo
menos, quatro atividades enzimaticas testadas, resultado semelhante ao encontrado
por Bodhankar et al. (2017), em endofiticos isolados de sementes de milho,
podendo-se reafirmar que endofiticos para a producdo de enzimas de interesse
comercial € um campo que deve ser mais explorado.

CONCLUSAO
Até onde se sabe, esse estudo é o primeiro relatando a analise de enzimas
hidroliticas dos microrganismos endofiticos presentes na T. procumbens (L.). Os
resultados obtidos mostram que todos os isolados apresentaram excrecao de, pelo
menos, quatro atividades enzimaticas testadas, podendo indicar potencial para a
aplicacdo industrial de produtos de limpeza, cosméticos, industria alimenticia, téxtil,
celulose e papel, processamento de couro e farmacéutica.
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