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RESUMO

O género Polygala spp. ocorre naturalmente no Brasil, e apresenta de
compostos alcalbides, flavondides, terpenos, entre outros relatadas em
espécies deste género, com propriedades farmacoldgicas, incluindo a
antimicrobiana. Microrganismos endofiticos ndo causam danos aparentes aos
seus hospedeiros, podendo ser isolados de tecidos vegetais sadios. Devido a
crescente resisténcia microbiana, a prospeccdo de novos antimicrobianos e
necessaria. Este estudo objetivou caracterizar fenotipicamente, analisando
micro e macroscopicamente, dois isolados bacterianos endofiticos (UNK3 e
ROXO016) de Polygala paniculata, e avalid-los quanto a producédo de
antimicrobianos e enzimas para o controle de patégenos clinicos. As colbnias
isoladas apresentavam crescimento lento, bordas irregulares, superficie lisa ou
rugosa, e morfologia de bacilos longos/curtos e Gram positivos. Os isolados
foram genotipicamente identificados como pertencentes ao género Bacillus. O
isolado UNK3 apresentou atividade antimicrobiana contra Pseudomonas
aeruginosa ATCC-27853, Escherichia coli ATCC 11775, Staphyloccocus
aureus ATCC 29213, Salmonella (isolada clinicamente) e Candida albicans
ATCC 10231. O isolado ROXO16 apresentou atividade antimicrobiana contra
S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans. A avaliacdo da atividade antimicrobiana
por difusdo em disco usando os extratos obtidos por biparticdo com acetato de
etila revelou que o isolado UNKS3 iniciou a producédo de substancias bioativas
no terceiro dia de cultivo contra os patégenos E. coli, Salmonella; no sexto dia
contra P. aeruginosa, e no nono dia para S. aureus. Ja o isolado ROXO16
apresentou atividade no terceiro dia contra E. coli, P. aeruginosa e Salmonella,
e auséncia de atividade para S. aureus e Candida albicans. Na analise
gualitativa enzimética o isolado UNKS3 teve atividade celulolitica, amilolitica,
pectinolitica e proteolitica, enquanto o isolado ROXO16 produziu celulase e
protease. Utilizando a metodologia OSMAC (One Strain Many Compounds), na
gual foram alteradas as fontes de carbono e nitrogénio, os endofiticos
apresentaram maior bioatividade contra os microrganismos avaliados neste
estudo, do que cultivados em condicbes de fermentacdo sem alteragdes. Os
resultados obtidos até o momento demonstram o potencial promissor das

bactérias endofiticas Bacillus



sp. UNK3 e ROXO16 de P. paniculata para a producao de antimicrobianos no

controle de patdgenos clinicos, e também para futuras aplicagdes industriais.

Palavras chave: Endofiticos, Metabdlitos Secundarios, Antimicrobianos,
Enzimas, Polygala spp., Resisténcia Microbiana.



ABSTRACT
The genus Polygala spp. occurs naturally in Brazil. The presence of alkaloids,
flavonoids, terpenes, among others were reported in species of this genus. The
anti-inflammatory, anxiolytic, trypanocidal and antimicrobial activities stand out.
Endophytic microorganisms do not cause apparent damage to their hosts and
can be isolated from healthy plant tissues and superficially disinfected.
Endophytes have been considered a source of natural products, including those
with antimicrobial activity for the control of pathogens. Considering the growing
microbial resistance, bioprospection of new antimicrobials are necessary. This
study aimed to characterize phenotypically, through micro and macroscopic
analyzes, two endophytic bacterial isolates (UNK3 and ROX0O16) of Polygala
paniculata, and to evaluate them for the production of antimicrobials and
enzymes for the control of clinical pathogens. Phenotypic analyzes showed
typical colonies of actinomycetes with slow growth, irregular borders with smooth
or rough surface and Gram positive bacilli of different shapes, being short or long.
The evaluation of antimicrobial activity revealed that the UNK3 isolate has relative
activity against Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853, Escherichia coli ATCC
11775. Staphyloccocus aureus ATCC 29213, Salmonella (clinically) and Candida
albicans ATCC 10231. It was observed activity for S. aureus, P. aeruginosa and
C. albicans and negative for E coli and Salmonella. An analysis of the bipartition
of the extract with ethyl acetate, followed by the antimicrobial evaluation by the
disk diffusion method, revealed that the UNK3 set started the production of
bioactive substances on the third day; E. coli, Salmonella, on the sixth day for P.
aeruginosa, and for S. aureus on the ninth day. ROXO16 isolate, the onset of
activity was on the third day against E. coli, P. aeruginosa and Salmonella and
negative for S. aureus and C. albicans. Qualitative enzymatic analysis
consolidated that the UNK3 isolate had cellulolytic, amylolytic, pectinolytic and
proteolytic activity, while the ROXO16 isolate produced cellulase and protease.
Using the OSMAC methodology, it was determined that endophytic
microorganisms present an increase in the production of metabolites, the
modification of the carbon source and the nitrogen source resulted in greater
bioactivity and even against new microorganisms, than those incubated under
normal conditions. introduce you. The results obtained so far demonstrate the

promising potential of the endophytic bacteria UNK3 and ROXO16 from P.



paniculata for the production of antimicrobials and also for future industrial
applications.

Keywords: Antimicrobials, Endophytes, Metabolites, Polygalaceae, Enzymatic
potential, microbial resistance
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1. INTRODUCAO

O género Polygala spp. € conhecido pela presenca abundante de
salicilato de metila e é amplamente utilizado para o tratamento de lesbes e
entorses (Klein-Junior et al., 2013). Outros estudos relevantes mostram que
compostos como alcalbides, flavondides, terpenos, ligninas e cumarinas também
foram encontrados nestas plantas. Varios efeitos farmacoldgicos tém sido
relatados para os extratos brutos de P. cyparissias e P. sabulosa, tais como anti-
inflamatdrio, atividade tripanocida, antinociceptivo e atividade antimicrobiana
em P. myrtifolia (Lacaille-Dubois et al., 2020; Nucci-Martins et al., 2016; M G
Pizzolatti et al., 2003).

Alguns estudos (Ratti, 2009; Serrano et al., 2012) tém demonstrado que
os tecidos vegetais representam uma importante fonte de substancias naturais
de interesse farmacéutico e biotecnoldgico. A maioria desses compostos €
produzida por microrganismos que vivem em intima interacdo com a planta
hospedeira sem causar danos, portanto, sdo conhecidos como endofitos .

Endofitos sédo definidos como microrganismos que colonizam os tecidos
internos das plantas, estabelecendo com estas relacdo de simbiose. Assim,
através da producdo de antimicrobianos, enzimas e outros metabolitos
secundarios, eles inibem o crescimento e a atividade de patégenos e promovem
o crescimento vegetal (Vandana et al., 2021).

Os microrganismos endofiticos produzem nao apenas novos compostos
bioativos, como também os mesmos produzidos por suas plantas hospedeiras
(dos Santos & Varavallo, 2011). Assim, enddfitos sdo considerados uma fonte
natural de metabdlitos secundarios bioativos que podem ser empregados para
0s mais diferentes fins biotecnolégicos.

As enzimas produzidas por microrganismos endofiticos sdo de grande
interesse industrial. Trata-se de uma alternativa sustentavel aos processos
tradicionais que, em geral exigem condi¢cdes mais extremas de pH, temperatura
e pressdo, 0 que o0s torna mais custosos, além de haver a geragéo de residuos
potencialmente poluentes (Adrio & Demain, 2010).

Antimicrobianos sdo outra importante classe de metabdlitos secundarios

produzidos por microrganismos endofiticos ( Christina et al., 2020), e estudos
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tém demonstrado significativa atividade no controle de patégenos de interesse
em saude publica (Wu et al., 2018; Sebastianes et al., 2012).

Considerando que o crescente aumento da resisténcia microbiana € um
dos principais problemas relacionados ao cuidado a saude da atualidade, pois
impacta diretamente nas opcdes de tratamento, no aumento da mortalidade, no
controle de infeccdo e nas questdes econbmicas (Founou et al., 2017),
pesquisas por novas drogas antimicrobianas efetivas tem sido necessarias.

Assim, estudos de bioprospeccdo de microrganismos endofiticos sdo
promissores para a descoberta de novas substancias usadas na terapéutica
humana, pois naturalmente os enddfitos produzem moléculas capazes de inibir
microrganismos fitopatogénicos (G. A. Strobel, 2002, 2003). Outro beneficio dos
metabdlitos secundarios produzidos pelos endofiticos € o fato dessas moléculas
apresentarem maior “droga-semelhanca” e similaridade bioldégica do que as
moléculas totalmente sintéticas (Koehn & Carter, 2005) o que os tornam bons
candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos.

Apesar de ser uma rica fonte de produtos naturais, o potencial dos
enddfitos, em geral, ainda € pouco explorado (Lacava e Azevedo, 2014). Um
exemplo é o fato de que ha um dos poucos trabalhos relacionado a produc¢éo
de antimicrobianos por bactérias endofiticas de Polygala spp. e que, inclusive,
apresentaram amplo espectro de acdo contra patdogenos multirresistentes
(Nogueira Cruz, 2018). Isso demonstra, mais uma vez, o potencial promissor dos
endofitos e como a investigacdo das bactérias de Polygala spp. pode trazer
resultados inovadores, principalmente levando em conta que podem produzir os
mesmos compostos bioativos da planta hospedeira. A abordagem "One Strain
Many Compounds” (OSMAC), que consiste em promover pequenas mudangas
no cultivo, pode mudar completamente o perfil metabdlico em varias cepas
(Romano et al., 2018).

Assim, este estudo caracterizou fenotipicamente e identificou
molecularmente dois isolados bacterianos de P. paniculata, e avaliou o potencial
destes endodfitos para a producdo de antimicrobianos contra patdogenos

humanos, e também para a producéo de enzimas de interesse biotecnolodgico.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Mata Atlantica

O territorio brasileiro apresenta uma imensa biodiversidade, que representa
cerca de 20% do numero total de espécies do planeta. Nesse contexto, o pais
tem grande potencial na busca e no desenvolvimento de novos produtos
biotecnoldgicos e na expansao da propriedade intelectual (Joly et al., 2011).

Em termos de biodiversidade, o Brasil é um pais privilegiado, pois possui
grandes biomas como a Amazonia, Mata Atlantica e Cerrado Tropical Brasileiro
gue, juntos, respondem por quase 80% do territério (Lacava & de Sousa, 2016).
Por esse motivo, a Mata Atlantica € considerada um dos 25 hotspots para a
conservacao da biodiversidade em todo o mundo, (Myers et al., 2000; E. C.
Santos et al., 2014). O bioma da Mata Atlantica esta localizado na costa leste
da América do Sul, que compreende um grande complexo de tipos florestais,
geralmente extensos, chuvosos, tropicais e subtropicais, onde a variedade de
formacdes e composicbes floristicas sdo modeladas por influéncias
climéticas(Agnello, 2007). Plantas e endofitos mais promissores para
aplicacdes biotecnolégicas sdo aqueles que crescem em areas de alta
biodiversidade ou, ainda, que possuem diferentes estratégias de sobrevivéncia

ou possuem histérico de uso popular.

2.2 Polygala spp. e propriedades medicinais

O género Polygala € o maior da familia Polygalaceae. Sao ervas e
subarbustos caracterizados por seus racemos simples, flores zigomorficas,
frutos da capsula de rédio, sementes com endosperma e embrido continuo ou
invaginado. Sua distribuicdo € pantropical, e um grande niamero de espécies esta
concentrado na América e na Africa (Marques, 2003).

Uma caracteristica marcante em muitas espécies do género Polygala,
como P. cyparissias e P. paniculata, € o acumulo de salicilato de metila em suas
raizes, sendo o principal composto responsavel pelas caracteristicas
organolépticas dessas espécies (Victorio et al.,, 2011). Além disso, outras
espécies de Polygala tém sido relatadas ha muito tempo no controle ou

tratamento de véarias doencas, e muitos estudos tém mostrado a presenca de
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uma variedade de compostos fitoquimicos nessas espécies, como xantonas
(Pinheiro et al., 1998) saponinas (Nagai et al., 2001; Moacir Geraldo Pizzolatti et
al., 2004) alcaloides (Baoyuan & Jeonghill, 1993) flavonoides glicosilados (Rao

& Raman, 2004), cumarinas e estirilpirona (de Paula Nogueira Cruz et al., 2021)

2.3 Microrganismos endofiticos

Os microrganismos endofiticos foram descritos pela primeira vez por de
Bary (1866), que considerou que eles ndo produziam efeitos prejudiciais nem
benéficos as suas plantas hospedeiras. De acordo com Mendes e Azevedo
(2007), os enddfitos podem ser classificados em tipo |, que ndo produzem
estruturas externas a planta, e tipo Il que desenvolvem estruturas externas as
plantas.

Os endofitos foram pouco estudados até a década de 70, época em que
verificou-se que havia uma relacdo benéfica entre esses microrganismos e a
planta hospedeira, observada por meio da protecdo contra insetos praga,
fitopatogenos e herbivoros, ja que possuem a capacidade de produzir compostos
naturais bioativos para inibir o crescimento destes organismos e, assim, prover
vantagem seletiva para a planta hospedeira (Cruz et al., 2020; Pacifico et al.,
2019).

De acordo com Hallmann et al. (1997), enddfitos podem ser isolados do
interior de tecidos e 6rgaos vegetais apos desinfeccdo superficial. Assim, ja
foram isolados de flores, sementes, folhas, frutos, raiz e caule (de Sousa et al.,
2017; Neris et al., 2017). Uma grande variedade de espécies bacterianas pode
ser isolada a partir de uma unica planta (Kobayashi & Palumbo, 2000). Existem
aproximadamente 300.000 espécies de plantas na terra e cada uma delas deve
ser hospedeira de pelo menos um microrganismo endofitico (Strobel & Daisy,
2003).

Por meio da relacdo de simbiose, endofitos podem produzir as mesmas
substancias quimicas da planta hospedeira (Silva Santos et al., 2013). Foi
principalmente apés a descoberta do taxol, um antitumoral produzido por
Taxomyces andreanae, fungo endofitico associado a Taxus brevifolia (Stierle et
al., 1993) que os microrganismos endofiticos passaram a ser mais explorados
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para diversos fins biotecnoldgicos para aplicagdes na agricultura, medicina e
industria (Khan et al., 2017.; Martinez-Klimova et al., 2017).

2.4 AplicacOes Biotecnoldgicas de Microrganismos Endofiticos

O mercado global de enzimas possui uma especulacdo positiva, sendo
previsto um crescimento anual de 4,7% entre os anos de 2016 a 2021, quando
se estima o alcance do valor de US$ 6,3 bilhdes (Dewan, 2017). De acordo com
(Adrio & Demain, 2010) cerca de 150 processos industriais utilizam enzimas
provenientes de microrganismos ou processos microbianos.

Enzimas sdo, em sua maioria, capazes de diminuir a energia de ativacéo
de determinadas reacdes quimicas, sendo, portanto, catalisadores bioldgicos
com alta especificidade pelo substrato, podendo aumentar a velocidade das
diversas reagfes bioquimicas que ocorrem nas células. Estdo presentes em
todos os seres vivos e sdo de suma importancia para a manutencao da vida.
Além disso, as enzimas sdo fundamentais na degradacdo da matéria organica,
nos processos infecciosos e na deterioracdo dos alimentos (Nelson & Cox,
2018). Dessa forma, suas atividades podem ser estendidas aos diversos
processos biotecnolégicos, que se estendem desde a indUstria alimenticia até a
farmacéutica.

As enzimas mais estudadas para aplicacfes biotecnol6gicas séo de origem
animal ou vegetal (Orlandelli et al., 2012). No entanto, o interesse por enzimas
produzidas por microrganismos tem aumentado, principalmente em funcéo da
alta capacidade de producdo em grande escala, da facilidade de manipulacéo
genética e do baixo custo, que conferem vantagens frente aos processos
guimicos tradicionais (Adrio & Demain, 2010; Johnson, 2013).

Dentre os microrganismos de interesse para a producdo de enzimas
destacam-se os microrganismos endofiticos, amplamente aceitos como um
importante recurso econdmico para a bioprospeccdo de novas moléculas e
enzimas, uma vez que séo considerados um reservatorio para novos metabolitos
secundéarios com grande potencial de aplicacdo nas industrias agricola,
farmacéutica e alimenticia (Lacava & Azevedo, 2014; Pimentel et al., 2011;
Strobel & Daisy, 2003).
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As amilases podem ser utilizadas como aditivo de detergentes, na
sacarificagcdo do amido, e na industria de papel, téxtil e fermentacao (Reis, 2015),
empregadas tambem nos processos de hidrdlise parcial ou completa do amido.
Essa classe de enzimas é utilizada, principalmente, na industria de alimentos,
onde € empregada na preparacdo de geléias, cervejas e obtencdo de glicose
(Rodrigues et al., 2015).

As celulases sdo um homopolimeros composto por mondémeros de glicose,
unidos por ligagdes glicosidicas B (1— 4). Essas enzimas catalisam a quebra
das ligacdes glicosidicas entre residuos de D-glicose na molécula de celulose
ou de seus derivados soluveis, e € a principal constituinte das paredes celulares,
0 componente mais abundante dos vegetais e também do planeta (Koblitz, 2000;
SILVA JUNIOR, 2014). Historicamente, as celulases sdo amplamente utilizadas
na indastria de papel e celulose, bem como na industria téxtil. Nos ultimos anos
tém sido muito utilizadas em outros setores como nas industrias de alimentos,
racdo para animais, producdo de reagentes quimicos, e mais recentemente tém
sido empregadas com sucesso na sacarificacdo da biomassa lenhocelulésica
pré-tratada para a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo e nas
industrias de detergentes (Franco-Cirigliano et al., 2013; Kuhad et al., 2011)

As pectinases foram uma das primeiras enzimas a serem utilizadas
comercialmente nas preparacdes de vinhos e sucos de frutas ao redor de 1930
e, somente a partir de 1960, quando os estudos sobre a natureza quimica de
tecidos vegetais se tornaram mais aparentes, € que 0s cientistas comecaram a
utilizar as enzimas mais eficientemente (Kashyap et al., 2000). Durante as duas
Ultimas décadas, o uso de celulases, hemicelulases e pectinases tém aumentado
consideravelmente, especialmente nas industrias de alimentos, bebidas e
vinhos, téxtil e de papel e celulose, também sao utilizadas para reduzir o de
amargor excessivo em cascas de citrus, restaurar o aroma perdido durante
secagem e melhorar a firmeza de péssego e picles processados. A infuséo de
pectinase e b-glicosidase aumenta o aroma e as substancias volateis de frutas
e vegetais, aumenta a quantidade de agentes antioxidantes em 6leo de oliva
extravirgem e reduz a indugéo ao ranco (Uenojo & Pastore, 2007)

As lipases e esterases, denominadas “enzimas lipoliticas”, séao
amplamente distribuidas na natureza, estando presente em animais, vegetais e

microrganismos. Trata-se de um grupo de hidrolases capaz de catalisar a quebra
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e a formacéo de ligagOes éster. A diferenca entre essas enzimas esta no fato
das lipases terem como substrato acilgliceréis de cadeia longa, com cadeia acila
composta por mais de 10 carbonos, e as esterases serem capazes de hidrolisar
apenas acilglicerdis de cadeia curta, ou seja, inferior a 10 carbonos, (Lopes et
al., 2011; Ghaly et al., 2010; Jaeger et al., 1997; Verger, 1997) Na industria sdo
amplamente empregadas em processos que envolvem sintese organicas,
como fabricacdo de detergentes, papel e celulose, na sintese de biopolimeros
e biodiesel (Cortez et al., 2017).

As proteases correspondem aproximadamente a 60% do mercado
mundial de enzimas e sdo capazes de clivar as ligacdes peptidicas e por isso
participam de inumeros processos fisiologicos.( Adrio & Demain, 2014). As
principais utilizacdes estdo na industria de detergentes, onde uma alcalase
produzida pelo Bacillus licheniformis, foi empregada pela primeira vez em 1956
(Pandey et al., 2000). Também sdo empregadas na industria alimenticia,
principalmente para a producao de queijos, e também nas industrias de bebidas,
processamento de pele e couro, industria farmacéutica, de amaciamento e téxtil
(Ladeira et al., 2010; Merheb, 2007).

2.5 Atividade Antimicrobiana

Os antibidticos foram uma das maiores descobertas do século XX. A
descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1928, é um dos
acontecimentos mais marcantes da histéria da ciéncia, da medicina e da
farmacia. Se conjugarmos a inovacéao cientifica com os beneficios ao nivel da
saude publica e, consequentemente, os ganhos no plano da economia
civilizacional, podemos afirmar que a descoberta da penicilina foi a conquista
mais relevante da histéria da ciéncia novecentista, que verificou a inibicdo de
Staphylococcus aureus por um um fungo posteriormente identificado como
pertencente ao género Penicillium sp. Assim, a penicilina, tornou-se o primeiro
antibidtico do mundo e alterou para sempre a histéria da humanidade, (Pereira
& Pita, 2018).

A resisténcia aos antibiéticos é um dos principais problemas relacionados
ao cuidado a saude da atualidade, pois impacta diretamente nas opc¢bes de

tratamento, e tem como consequéncias, o aumento da morbidade, mortalidade
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e da internacdo hospitalar, o prolongamento das doencas, a perda da
produtividade, o0 aumento dos custos e maior risco de complicagdes no aumento
da mortalidade, no controle de infeccdo e também nas questdes econémicas.
(Pereira & Pita, 2018).

Os antibidticos tendem a perder sua eficacia com o passar do tempo devido
ao surgimento e disseminacdo de resisténcia pelos agentes patogénicos
(Rossolini et al., 2014). Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), 90%
das linhagens bacterianas séo resistentes a drogas de primeira linha e, portanto,
a busca por novas moléculas com atividade antimicrobiana é urgente (Cirino,
2014).

Entre os microrganismos que apresentando resisténcia a drogas,
destacam-se a levedura Candida albicans, e as bactérias Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomona e Salmonella (Sanglard, 2016). Dentre
0S mecanismos de resisténcia estdo a mutacdo e recombinacdo mitéticas, a
super expressao de bombas de efluxo de ions e a formacdo de biofilmes,
(Cantén & Morosini, 2010).

A bactéria Staphylococcus aureus é um coco Gram-positivo constituinte da
microbiota humana em cerca de 30% da populagdo mundial. Coloniza
principalmente pele e mucosas, e tem sido considerado o principal causador
de bacteremia e endocardite infecciosa em individuos imunossuprimidos (Tong
et al., 2015; Wertheim et al., 2005).

Até a década de 1950 as infec¢des causadas por S. aureus eram tratadas
com penicilina. Entretando, com o surgimento de cepas resistentes, fizeram-se
necessarios o desenvolvimento de novos medicamentos. Assim, surgiu a
meticilina, desenvolvida em laboratério, tendo seu mecanismo de a¢édo baseado
no anel beta lactamico modificado (HAUSER, 2009). A partir da década de 1960
surgiram os primeiros relatos de cepas resistentes a meticilina, que foram
denominadas S. aureus meticilina resistentes (MRSA). Inicialmente, os casos
ficaram restritos ao ambiente hospitalar, até que em 1990 uma nova linhagem
denominada S. aureus resistente a meticilina associado a comunidade (CA-
MRSA) passou a ser reportada em individuos que ndo apresentavam fatores de
risco (Boyce, 2008).

A bactéria Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo que normamente é

encontrada no trato gastrointestinal de animais homeotérmicos, incluindo o ser
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humano. Representa cerca de 80% da microbiota aerdbia e participa da sintese
de vitamina K (Alves et al., 2017; Korb et al., 2013). A falta de informacéo e de
acompanhamento no uso de antibidticos fez com que muitas bactérias
tornassem-se resistentes a eles, sendo responsavel por até 90% dos casos de
infeccdo urinaria e 50% das infec¢des nosocomiais (CUNHA, 2019). Assim, na
década de 90 a resisténcia de E. coli a amoxacilina e & ampicilina chegou a 40%.
(Assis, 2018).

A levedura C. albicans € um microrganismo eucarioto, diploide, que se
multiplica por brotamento, mas que também pode desenvolver tubo germinativo
(Vieira & Santos, 2017). Fazendo parte da microbiota humana, pode habitar o
trato gastrointestinal, pele, e mucosa do trato respiratorio. No entanto, em
individuos imunocomprometidos, esse microrganismo comensal pode tornar-se
um agente infeccioso, podendo ser fatal em 42% dos casos (Abreu, 2010). O
uso indiscriminado de antifingicos, somado ao fato que esses medicamentos,
incluindo o fluconazol, ndo tém acdo micocida, tem contribuido para o
desenvolvimento de cepas droga-resistentes (Assis, 2018).

P. aeruginosa é um dos patégenos nosocomiais globalmente dominantes,
produz uma ampla gama de infeccdes, algumas tdo severas como pneumonia
ou bacteremia, quadro que se complica mais ainda devido a sua resisténcia
intrinseca a diversos antibidticos. Sua notavel capacidade de adquirir novos
mecanismos de resisténcia associadacom elevados indices de mortalidade, a
colocam como um sério problema de saude publica e de grande importancia para
individuos imunocomprometidos (Turner et al., 2014). No Brasil, este patégeno
€ um dos principais agentes em infeccdes hospitalares e pode provocar diversos
tipos de processos clinicos. Atualmente, um dos maiores desafios é a resisténcia
apresentada diante de inGmeros antimicrobianos. Além da resisténcia intrinseca,
facilmente desenvolve mecanismos de resisténcia adicionais, através de
mutacOes e da aquisicdo de elementos genéticos moveis, por exemplo. Dessa
forma, P. aeruginosa € considerada um patdégeno multirresistente, o que limita
as alternativas terapéuticas capazes de combaté-lo. (I. de A. L. Santos et al.,
2015)

Salmonella spp., em conformidade com a definicdo geral da familia
Enterobacteriaceae, sdo bactérias Gram negativas, geralmente moéveis (flagelos

peritricosos), facultativamente anaerdbicas, colonias de cerca de 2—4 mm de
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didametro. (Popoff & Le Minor, 2015). Sdo entéricas, sendo responsaveis por
graves intoxicacdes alimentares, e um dos principais agentes envolvidos em
surtos registrados em varios paises (Chavez-de la Pefia et al., 2001).

Tendo em vista 0 aumento da resisténcia dos microrganismos patogénicos
clinicos, os microrganismos endofiticos apresentam-se como uma fonte

promissora para a prospeccao de novos antimicrobianos (Das et al., 2017).

2.6 Abordagem OSMAC

O método tradicional de cultura Unica pode restringir a atividade das vias
metabdlicas dos microrganismos e, como resultado, muitos metabélitos podem
nao ser sintetizados (Wei et al., 2010). Uma forma de ampliar e investigar a
diversidade de metabdlitos secundérios € o uso da abordagem OSMAC (One
Strain Many Compounds). Esse método busca, basicamente, imitar as condi¢cdes
enfrentadas pelo microrganismo em seu habitat natural, mudando, assim, a
composicdo do meio de cultura, luminosidade, periodo de cultivo, pH,
temperatura, salinidade entre outros, afim de maximizar a diversidade de
metabdlitos produzidos por uma Unica linhagem de cepa cultivada (Bode et al.,
2002).

Estudos ja constataram que por condicoes naturais a producdo de
metabdlitos produzidos por enddéfitos pode ser inconsistente com o0
sequenciamento de genes de biossintese nesses organismos (ROMANO et al.,
2018), e que o uso da OSMAC possibilitou um efeito real na expressao génica
e, consequentemente, na producdo de uma variedade de metabalitos (LI et al.,
2016).

Serrano et al. (2012) usaram a abordagem OSMAC para estudar
metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana produzidos por
Paenibacillus polymyxa RNC-D. O extrato total proveniente do caldo de
fermentacao foi utilizado para pesquisa e isolamento de novos antimicrobianos
contra patdégenos clinicos. Os autores destacaram que a concentragédo inicial de
glicose teve grande influencia na producdo dos metabdlitos pelo endofitico,
demonstrando que esta abordagem é importante para o desenvolvimento de
estratégias para modular a producdo de moléculas antimicrobianas por P.
polymyxa RNC-D. (Vu et al., 2019; Chandrakar & Gupta, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a produgcdo de enzimas e metabdlicos secundarios bioativos

produzidos por bactérias endofiticas associadas a Polygala paniculata.

3.2 Objetivos especificos

1. Caracterizacdo macro e micro morfologica dos microrganismos
endofiticos UNK3 e ROXO16

2. Avaliar a atividade enzimatica das bactérias endofiticas UNK3 e
ROXOL16.

3. Avaliar qualitativamente a atividade antimicrobiana de extratos bioativos
produzidos pelas das bactérias endofiticas UNK3 e ROXO16, por meio de
fermentacdo em meios de cultura sem modificaces frente as bactérias Gram-
negativas Escherichia coli ATCC 11775, Pseudomonas aeruginosa ATCC-
27853, Salmonella (origem clinica), Gram-positivas Staphyloccocus aureus
ATCC 29213 e contra o fungo leveduriforme Candida albicans ATCC 10231,
potencialmente patogénicas.

4. Avaliar qualitativamente a atividade antimicrobiana de extratos bioativos
produzidos pelas das bactérias endofiticas UNK3 e ROXO16, por meio de
fermentacdo em meios de cultura com modifica¢cdes das fontes de carbono e
nitrogenio frente as bactérias Gram- negativas Escherichia coli; Pseudomonas
aeruginosa; Salmonella (origem clinica), Gram-positivas Staphyloccocus aureus

e contra o fungo leveduriforme Candida albicans potencialmente patogénicas.
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4 MATERIAI E METODOS
4.1 Material Bioldgico

Todos os microrganismos usados neste estudo estdo depositados na
colecdo de microrganismos do Laboratério de Microbiologia e Biomoléculas
(LaMiB) do Departamento de Morfologia e Patologia (DMP) da UFSCar, Sao
Carlos/SP.

Foram usadas as cepas bacterianas endofiticas cédigos Roxo16 e UNK3
isoladas de P. paniculata coletadas na cidade de Peruibe - SP (Latitude: -24°
19' 12" /Longitude: -46° 59' 54") (Cruz, 2018). A confirmacao desta espécie foi
realizada no Departamento de Botanica da UFSCar (Linnaeus 1759, Marques
& Gomes, 2002), e depositada nos herbarios da Universidade e do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro, estando registrada no Sistema Brasileiro de
Recursos genéticos (SisGen AF1A75A) (Cruz et al., 2021).

As cepas patogénicas de importancia médica utilizadas foram S. aureus
ATCC 29213, E. coli ATCC 11775, P. aeruginosa ATCC-27853, Salmonella
(isolada clinicamente) e C. albicans ATCC 10231.

4.2 ldentificacdo fenotipica das bactérias endofiticas

Para a andlise fenotipica, baseada em analises micro e macroscopicas,
as bactérias estocadas em glicerol e mantidas em freezer a -80 °C foram
inicialmente reativadas em caldo ISP2 (Extrato de levedura 4.0 g, extrato de
malte 10,0 g, Dextrose 4,0 g, Agua destilada 1,000 ml, pH 7.2) por 24 horas a 28
°C. Em seguida as bactérias foram semeadas pelo método de esgotamento de
estrias em placas Petri contendo o meio de cultura ISP2 , e estas placas foram
incubadas por 24 horas a 28 °C.

Na andlise macroscopica foram observados os aspectos morfolégicos da
colénia como forma da borda, textura, presenca ou auséncia de pigmentos
(Sousa et al., 2013). Ja para a analise microscopica, foi utilizado o método
coloragdo de Gram e avaliados a classificacdo das células quanto a composicao
da parede celular (Gram positivo e Gram negativo), e as formas, tais como

bacilos, cocos, diplococos e até mesmo grupos como palicadas e aglomerados.
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(Murray et al., 2017) As laminas foram analisadas em microscopio optico Nikon
MODELYS2-H.

4.3. ldentificacdo genotipica das bactérias endofiticas

As bactérias endofiticas foram identificadas pela amplificacdo e
sequenciamento do gene 16S do RNA ribossomal. O DNA foi isolado de acordo
com Aljanabi & Martinez (1997) usando uma cultura de 2 dias. O DNA foi eluido
em 50-100 pL de H20 ultrapura e incubado a 37 ° C para reidratacdo. O conjunto
de iniciadores 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ') e 1500R (5-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") foi utilizado na amplificacdo do gene 16S rRNA.
A mistura de reacdo de 30 pL continha 1x tampéao de reacéo de alta fidelidade,
1,5 mM de MgCI2, 0,2 mM de mistura de dNTP, 2 U de Taq High Fidelity Pol (5U
/ uL) (Cellco Biotec), de 25 a 50 ng de DNA e um pmol de cada primer. As
condicdesda PCR foram uma desnaturacado inicial a 94 ° C durante 5 min,
seguida de 35 ciclos a 94 °C durante 1 min, 50 °C durante 1 min, 72 °C durante
2 min e uma extencao final a 72 °C por 20 minutos. O amplicon de PCR de 400
pb, foi entdo examinado por eletroforese em gel de agarose 0,7% e purificado
usando um kit de purificacdo de PCR QIAquick®, de acordo com as instrucbes
do fabricante.

Os produtos das reacdes (cerca de 400 pb) foram analisados em gel de
agarose (1 % p/v) em tampédo TAE 1X e corado com GelRed TM Nucleic Acid
Gel Stain, juntamente com o marcador de peso molecular 1Kb (KASVI, Itélia), e

analisados em fotodocumentador (Gel Doc EZ System — Bio - Rad).

O sequenciamento parcial do gene 16S rDNA foi realizado no setor de
sequenciamento de DNA do centro de pesquisa sobre genoma humano e
Células-Tronco da Universidade de S&o Paulo — USP/S&o Paulo, usando o
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conjunto de iniciadores 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ') e 1500R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3).

As sequéncias foram analisadas através da ferramenta de pesquisa de
similaridade local basica (BLASTn) (Altschul, Gish, Miller, Myers & Lipman, 1990)
do banco de dados National Center for Biotechnology Information Search (NCBI)

(http: // www.ncbi.nlm.nih.gov / blast).

4.4 Avaliacdo da atividade enzimatica

Para a avaliagdo qualitativa da producdo das enzimas amilase, celulase,
pectinase (pH 5 e 8) protease, lipase e esterase, as bactérias estocadas em
glicerol e mantidas em freezer a -80 °C foram inicialmente reativadas em caldo
ISP2 por 24 horas a 28 °C. Em seguida as bactérias foram semeadas pelo
método de esgotamento de estrias em placas Petri contendo o meio de cultura
ISP2, e estas placas foram incubadas por 24 horas a 28 °C.

O in6culo foi preparado transferindo-se duas alcadas de cada bactéria
endofitica para um tubo de vidro com capacidade de 20 mL contendo 10 mL de
caldo ISP2, seguido de incubacao por 24 horas a 28° C e 120 rpm em shaker
orbital. Um inéculo de 10 ml foi ajustado (D.O. 0,3-0,6; em comprimento de onde
de 600 nm) e 5 yL foram transferidos em placas de Petri contendo os meios
necessarios para a analise enzimatica. As placas foram incubadas a 28°C por
48 horas. Os ensaios foram realizados em triplicata (Specian et al., 2016) .

Abaixo estdo descritas a composi¢cao de cada um dos meios utilizados nos

ensaios enzimaticos.

4.4.1 Atividade amilolitica

Formula por Litro de H>Odd: 10 g de Amido solavel; 59 de Extrato de
levedura; 12,8g de Na>HPO4.7H20; 3g KH2PO4; 0,59 de NaCl; 1g de NH4CL; 59
de MgS04.7H20; 0,01g CaCl..2H20; 15g de Agar. O pH foi ajustado para 7,2.
Apos os crescimentos bacterianos foram adicionados 10 mL de solu¢éo de iodo
(1%) na placa de Petri, que foi lavada quase imediatamente com agua. A

presenca de um halo incolor em torno da col6nia indicou a producéo de amilase.
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4.4.2 Atividade celulolitica

Formula por Litro de H-Odd: 10 g de Carboximetilcelulose; 5 g de Extrato
de Levedura; 12,8 g Na2HPO4.7H20; 3g KH2POg4; 0,5 g de NaCl; 1 g de NH4CL;
5 g de MgS04.7H20; 0,01 g CaCl..2H,0; 15 g de Agar. O pH foi ajustado para
7,2. Apos o periodo de incubacéao, foram adicionados 10 mLdo corante vermelho
congo (1%). As placas de Petri foram lavadas depois de 15 minutos com NacCl
(5 M). A presenga de um halo amarelado ou alaranjado em torno da col6nia

indicou atividade celulolitica.

4.4.3 Atividade Pectinolitica

Formula por Litro de H20dd: 10 g de Carboximetilcelulose; 5 g de Extrato
de Levedura; 12,8 g Na2HPO4.7H20; 3g KH2PO4; 0,5 g de NaCl; 1 g de NH4CL;
5 g de MgS04.7H20; 0,01g CaCl2.2H20; 15 g de Agar. O pH foi ajustado para
7,2. Apo6s o periodo de incubacédo foram adicionados 10 mL de solu¢éo de lugol
na placa de Petri, que foi lavada quase imediatamente com agua. A presenca de

um halo incolor em torno da col6nia indicou a producgéo de pectinase.

4.4.4 Atividade lipolitica

Formula para 990 ml H.Odd: 10 g de Peptona; 5 g de extrato de levedura;
5 g de NaCl; 0,1 g de CaCl,.2H:20; e 15 g de Agar. O pH foi ajustado para 7,4.
Apbs a esterilizagdo do meio de cultura foi adicionada 1% (v/v) de Tween 20,
previamente esterilizado. A presenca de halos cristalizados ao redor da bactéria
indicou atividade lipolitica.

4.45 Atividade esterasica

Formula para 990 ml H.Odd: 10 g de Peptona; 5 g de extrato de levedura;
5 g de NaCl; 0,1 g de CaCl..2H20; e 15 g de &gar. O pH foi ajustado para 7,4.
Apbs a esterilizagdo do meio de cultura foi adicionada 1% (v/v) de Tween 80,
previamente esterilizado. A presenca de halos cristalizados ao redor da bactéria

indicou atividade lipolitica.
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4.4.6 Atividade proteolitica

A formulagéo do meio para 900 ml H2Odd: 10 g de peptona; 5 g de extrato
de levedura; 1 g de glicose; 5 g de NaCl e 15 g de Agar. O pH foi ajustado para
7,0. Apés a esterilizacao adicionou-se 100 mL de leite desnatado. A formacéao
de um halo ao redor da colbnia indicou a secregao de proteases.

45 Cinéticade crescimento das bacterias endofiticas

As bactérias estocadas em glicerol e mantidas em freezer a -80 °C foram
inicialmente reativadas em caldo ISP2 por 24 horas a 28 °C. Em seguida as
bactérias foram semeadas pelo método de esgotamento de estrias em placas
Petri contendo o meio de cultura ISP2, e estas placas foram incubadas por 24
horas a 28 °C. Os in6culos foram preparados transferindo-se duas alcadas de
cada bactéria endofitica para um tubo de vidro com capacidade de 20 mL
contendo 10 mL de caldo ISP2, seguido de incubacéo por 24 horas a 28 °C e
120 rpm em shaker orbital. A partir de um inéculo de 10 mL foi ajustado (D.O.
0.3-0.6; em comprimento de onde de 600 nm) foi feita uma diluigdo (1:10) em
Erlenmeyers de 500 ml com 200 mL de caldo ISP2, seguindo-se com incubacao
a 28° C e 180 rpm. O crescimento microbiano foi mensurado através de diluicdes
1:10 seriadas da cultura com agua peptonada 1%, com um intervalo de 24 horas.
Um mL das diluicbes 5, 6, 7 foram plagueadas em agar Plate Count pela técnica
do Pour-Plate e incubadas a 28 °C por 48 - 72 h. As quantificacdes foram

conduzidas em triplicata e os resultados expressos em log UFC. mL 1

4.6 Avaliacdo qualitativa da atividade antimicrobiana

Os microrganismos foram reativados em caldo ISP2 por 24 horas a 28 °C. O
teste da sobrecamada (Overlay Assay) foi utilizado como bioensaio qualitativo
para detectar a producéo de antimicrobianos (Rojas-Rojas et al., 2018; Song et
al., 2017). Trés coldnias de cada bactéria endofitica foram diluidas em &gua
peptonada 0,1%, e aliquotas de 5 pL foram transferidas para a superficie de
placas de Petri contendo meio ISP2. As placas foram incubadas a 28 °C por 24
- 48 h). Os patdgenos clinicos (S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 11775, P.
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aeruginosa ATCC-27853, Salmonella (origem clinica) e C. albicans ATCC
10231,) foram inicialmente cultivados em caldo BHI (Brain Heart Infusion) por 24
horas. Posteriormente, foi feita uma dilucéo (1:10) em BHI ajustado por D.O de
0,3 a 0,6 com o comprimento de onda de 600 nm, e 5 ml foram transferidos para
45 mL de agar BHI semi-sélido. As solugdes resultantes foram vertidas por
triplicata na superficie de placas de Petri contendo as bactérias endofiticas. As
placas foram incubadas a 28 °C por 24 - 48 h para verificar a ocorréncia de halos

de inibicao.

4.7 Avaliagcdo qualitativa da producdo de antimicrobianos mediante
abordagem OSMAC

A metodologia para a producdo de antimicrobianos pelas bactérias
endofiticas de P. paniculata através da abordagem OSMAC foi adaptada de
estudos com fungos (Wei et al., 2010). Inicialmente, as bactérias endofiticas
foram reativadas no meio ISP2 e cultivadas conforme descrito no item 4.2. As
bactérias foram, entdo, submetidas a fermentacédo sob diferentes condi¢des
experimentais, sendo mantidas em sheaker orbital com 120 rpm a 28 °C por 3-
6, 9 e 12 dias. Posteriormente o caldo fermentado foi centrifugado a 10,000 rpm
por 15 minutos e uma biparticAo com acetato de etila com o caldo de
fermentacao centrifugado (50/50 % V/V) foi realizada em funil de separacdo. As
fracOes acetato de etila foram mantidas por 6 horas em banho Maria a 28°C,
dentro de uma capela de exaustdo, para volatiizacdo do solvente.
Posteriomente, estas frac6es foram solubilizadas em acetato de etila e utilizadas

em bioensaios.
4.7.1 Alteracao da concentracédo de glicose

Para o primeiro experimento, os isolados estoques foram reativados da
mesma forma usada no item 4.2. Todos os componentes dos meios de cultura
foram autoclavados a 121 °C durante 15 minutos, exceto a solucdo de glicose,
gue foi autoclavada a 112 °C por 15 minutos e transferida assepticamente ao
frasco contendo os demais componentes. As concentracdes de glicose testadas
foram 5, 10, 15, 20 g.L-1. Erlenmeyers contendo 100 mL de caldo ISP2 com os

microrganismos foram mantidos sob agitacao (120 rpm) por 3, 6, 9 e 12 dias, a
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28 °C. O controle consistiu em 1 Erlenmeyers contendo 100 mL de caldo ISP2
sem inéculo. Ap6s periodo de fermentagdo e biparticAo com acetato de
etila/caldo de fermentacédo centrifugado (50/50 v/v), volatilizacdo em capela e
conservacdo em geladeira, os produtos foram utilizados para os testes de

atividade antimicrobiana.
4.7.2 Adicéo de cloreto de amdnio (NH4CI)

Para o segundo experimento, os isolados estoques foram reativados com a
mesma forma usada 4.2. Cada cultura foi inoculada em Erlenmeyers contendo
100 mL de ISP2 com adic¢ao de 0,5 g.L de cloreto de amoénio (NH4ClI) (Ferreira,
2018). O sal foi adicionado juntamente ao preparo dos meios e, assim,
autoclavado. Erlenmeyers contendo 100 mL de meio de cultura de ISP2 com os
microrganismos foram mantidos sob agitacao (120 rpm) por 3, 6, 9 e 12 dias, a
28 °C. O controle consistiu em meios de cultura sem in6culo. Apés periodo de
fermentacdo e biparticio com acetato de etila / caldo de fermentacéo
centrifugado (50/50 v/v), volatilizacdo em capela e conservacao em geladeira, os

produtos foram utilizados para os testes de atividade antimicrobiana.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste trabalho estudamos a atividade enzimatica e antimicrobiana das
bactérias endofiticas UNK3 e ROXO16 de P. paniculata.

5.1 Andlises fenotipicas

As bactérias endofiticas estudadas apresentaram em meio de cultura
colénias tipicas do Bacillus sp. O isolado endofitico UNK3 apresentou colbnias
isoladas com diametro de 0,5 a 1 centimetro, de cor branca, bordas irregulares
e superficie rugosa (Figuras 1A e 1B). A andlise microscopica de coloracdo de

Gram mostrou células Gram-positivas na forma de bacilos longos (Figura 1C).
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Figura 1: Caracteristicas fenotipicas do isolado Bacillus sp UNK3. (A e B)

Morfologia das colénias em meio de cultura. (C) Morfologia celular (100X).

J& o isolado Bacillus sp ROX016 apresentou coldnias isoladas com diametro de
1,5 a 2 centimetros, de cor bege, bordas irregulares, superficie lisa e textura
cremosa (Figuras 2A e 2B). A analise microscopica de coloracdo de Gram

mostrou células Gram-positivas na forma de bacilos curtos (Figura 2C)

Figura 2: Caracteristicas fenotipicas do isolado ROX016. (A e B) Morfologia

das colénias em meio de cultura. (C) Morfologia celular (100X).

Observa-se nas Fig 1 e 2 as caracteristicas morfologicas dos isolados UNK3
e ROXO16. Caracteristicas morfolégicas auxiliam na identificacdo do
microrganismo estudado, apresentando a conformacéo, tipo, tamanho de
colénia, coloracdo de Gram, dentre outras observacds. Em outros trabalhos
observa-se resultados similares na identificagdo de endofiticos (da Silva et al.,
2016) .

5.2 Identificagdo genotipica das bacterias endofiticas

Os microrganismos foram identificados como Bacillus sp, por amplificacéo e
sequenciamento parcial do gene 16SrDNA. As sequéncias analisadas usando a
ferramenta BLASTndo banco de dados NCBI, mostrou que as sequéncias
obtidas apresentam 100% de identidade com bactérias do género Bacillus.
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Tabela 1. Sequenciamento do gene 16SrDNAno formato fasta.

>14GTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATAC
GGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTT
ACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCA
ACGATGCGTACCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG
ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTA
GGGAAGAACA
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Figura 3. Porcentagem de concordancia € de 100% para o género Bacillus,
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5.3 Avaliacéo da atividade enzimética

Os isolados endofiticos foram avaliados quanto a atividade enzimatica, e

100% deles apresentaram atividades celulolitica e proteolitica, 50% atividade

amilolitica, 50% atividade pectinolitica, e nenhum apresentou atividades lipolitica

e esterasica (Tabela 1).

Tabela 2. Resultados porcentuais das atividades enziméticas das bactérias
endofiticas Bacillus sp. (UNK3) e Bacillus sp. (ROXO16).

" Microrganismo | Celulolitica Amilolitica Pectinolitica | Lipolitica Esterasica Proteolitica
Colbnia/Halo | Colénia/Halo | Colénia/Halo | Col6nia/Halo | Colénia/Halo | Col6nia/Halo
UNKS 0,4mm/13mm | 0,4mm/12mm | 10mm/15mm | Negativo Negativo 0,8mm/20mm
ROXO 0,4mm/10mm | Negativo Negativo Negativo Negativo 10mm/14mm
2de2 lde?2 lde?2 0de2 0de2 2de2

Os resultados foram visualizados por meio da formacao

degradacéao ao redor da col6nia bacteriana (Figuras 3 e 4).

de halos de

Figura 4: Atividades enzimaticas do endofitico Bacillus sp UNK3. (A) Celulolitica;
(B) Atividade Amilolitica (C); Pectinolitica e (D) Proteolitica.
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Figura 5: Atividades enzimaticas do endofitico Bacillus sp ROXO016. (A)
Celulolitica; e (B) Proteolitica.

Em alguns trabalhos, estudando atividade enzimética, foram observadas
a producéo de celulase produzida por Bacillus sp (Quispe et al., 2019) e amilase
(Zavaleta et al., 2016). Essas diferencas na producdo enzimatica podem ser
caracteristica do microrganismo, do ambiente de isolamento, dentre outras, que
confirma a capacidade de produzir enzimas por microrganismos Bacillus sp
UNKS3 e Bacillus sp ROX016

Os organismos celuloliticos sé@o principalmente bactérias e fungos de
natureza ubiqua. O género Bacillus, que sdo bactérias filamentosas Gram
positivas do solo, sdo conhecidas por sua capacidade de decompor moléculas
complexas, em particular os componentes de lignocelulose, que os tornam
agentes importantes em processos de decomposi¢cédo (Franco-Cirigliano et al.,
2013). Estes dados corroboram com os achados do presente trabalho, no qual o

maior percentual dos isolados (100%) apresentaram atividade celulolitica.

5.4. Cinética de crescimento

A biocarga do indculo foi quantificada na ordem de 1.50X® UFC.mL para
UNK3 e 1.4X108 UFC.mL?! para ROXO016. O endofitico UNK3 apresentou
maximo crescimento no dia 5 (3.9X10° UFC.mL"1), enquanto o microrganismo
ROXO 16 no dia 4 (4.5x10° UFC.mL™1) (Tabela 3) (Figura 6).
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Tabela 3: Quantificacdo de UFC.mL* a cada 24 horas

Dia

Bacillus sp UNK3

Bacillus sp ROX016

12 hrs

6.0X108 UFC.mL*

1.4X10° UFC.mL?

1.5X10° UFC.mL*?

2.1X10° UFC.mL*

2.5X10° UFC.mL*

3.7X100° UFC.mL*

3.6X10° UFC.mL*

4.3X10° UFC.mL™

3.8X10° UFC.mL*

4.5.X10° UFC.mL*

3.9X10° UFC.mL*

3.0X10° UFC.mL*

3.3X10° UFC.mL*

2.1X10° UFC.mL*

2.6X10° UFC.mL*

1.1X10° UFC.mL?

1.2X10° UFC.mL?

1.0X10° UFC.mL?

©| O N| O Of | W N| B~

1.1X10° UFC.mL?

9.4X108 UFC.mL*

(=Y
o

5.9X108 UFC.mL*

8.9X108 UFC.mL*

=
=
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8.3X107 UFC.mL*
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N

6.8X107 UFC.mL*

7.1X10° UFC.mL?
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Figura 6: Curva de cinética de crescimento dos endofiticos Bacillus sp. (UNK3)

e Bacillus sp. (ROX016).
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5.5. Avaliagcdo com o teste sobrecamada, a atividade
antimicrobiana dos microrganismos endofitos contra os

patogenos clinicos.

Os isolados endofiticos Bacillus sp UNK3 e Bacillus sp ROXO16, testados
por meio do teste sobrecamada para cada um dos microrganismos
potencialmente patogénicos S. aureus(A), Pseudomona(B), E. coli (C), Candida
albicans(D) e Salmonella(E), produziram antimicrobianos. O microrganismo
UNKS apresentou atividade antimicrobiana contra todos os patdégenos, enquanto
0 ROXO16 apresentou atividade antimicrobiana apenas para S. aureus,
Pseudomonas e C. albicans (Tabela 4).

Tabela 4: Atividades qualitativas antimicrobianas dos endofiticos Bacillus sp
UNKS e Bacillus sp ROXO16 avaliadas por meio do teste de sobrecamada pela formacéo de
um halo (positivo) e auséncia de um halo (negativo).

Microrganismo | S. aureus Psedomonas | E. coli C. albicans Salmonella
UNK3 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
ROXO16 Positivo Positivo Negativo Positivo Negativo

Esses resultados foram verificados qualitativamente por meio da producéo

de halos de inibi¢ao (Figuras 7 e 8).
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Figura 7: Atividade antimicrobiana do endofitico Bacillus sp (UNK3), avaliada
por meio do teste de sobrecamada pela formacdo de um halo de inibicdo
(positivo) e auséncia de um halo (negativo), contra 0S microrganismos

patogénicos (A) S. aureus; (B) P. aureginosa; (C) E. coli; (D) C. albicans; (E)

Salmonella.

Figura 8: Atividades antimicrobianas do endofitico Bacillus sp. (ROXO16),
verificadas por meio da formacéo de halos de inibigdo contra os

microrganismos patogénicos (A) S. aureus; (B) P. aureginosa e (C) C. albicans.

Estudos anteriores mostraram que 0s microrganismos endofiticos tém
uma alta capacidade de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos.
Segundo (Piza et al., 2015), um microrganismo isolado de tecidos vegetais no
cerrado brasileiro e identificado como Amycolatopsis orientalis mostrou potencial
antimicrobiano, verificado por halos antagonistas, contra S. aureus, C. albicans,
Shigella sonnei e Enterococcus. Faecalis.

Existem estudos que confirmam que os metabdlitos secundarios
produzidos por microrganismos do género Bacillus podem ser utilizados em
diferentes areas, inclusive no controle de contaminantes em alimentos.
(Sanchez et al., 2016)

Bactérias endofiticas isoladas de carobinha-do-campo foi avaliada por
Carrim et al. (2016), apresentaram atividade antimicrobiana frente as bactérias
Gram positivas e Gram negativos. Esses, entre outros estudos, demonstram a
capacidade dos microrganismos endofiticos na inibicdo do crescimento de
microrganismos patogénicos (Guzman Flor, 2018) o que torna as bactérias
endofiticas UNK3 e ROXO16 de P. paniculata promissoras no controle de

patégenos Gram positivos e Gram negativos.
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5.5 Atividade antimicrobiana do extrato obtido da partir da particdo com

acetato de etila.

A atividade antimicrobiana foi mensurada pelo método de difusdo em
agar, contra o0s microrganismos indicadores S. aureus, Pseudomonas
aeruginosa, E. coli, C. albicans e Salmonella sp. Esses resultados foram
validados com os controles negativos acetato de etila (A), que foi adicionada a
filtros esterilizados, e auséncia de acetato de etila ou extrato (N) (Tabelas 5 e 6)
(Figuras 9 e 10).

Tabela 5: Atividade antimicrobiana dos produtos obtidos a partir da particdo com
acetato de etila dos caldos fermentados sem modificagdo no meio para Bacillus
sp (UNK3) contra patdgenos, S. aureus; P. aureginosa; E. coli; C. albicans;

Salmonella, determinados pela técnica de difusdo em agar

Microrganismo Dia S. aureus Pseudomona | E. coli C. albicans Salmonella
UNKS3 3 Negativo Negativo 0.5mm Negativo 0,5mm
6 Negativo 0,3 mm 0,5 mm Negativo 0,5 mm
9 0,5mm 0,3 mm 0,5mm Negativo 0,5mm
12 0,5 mm 0,3 mm 0,5 mm Negativo 0,5mm

Figura 9: Atividades antimicrobianas dos extratos com acetato de etila obtidos a
partir da particdo dos caldos fermentados do endofitico Bacillus sp. (UNK3) apos

3, 6,9 e 12 dias contra P. aeruginosa; (B) E. coli; e (C) Salmonella

Tabela 6. Atividade antimicrobiana dos produtos obtidos a partir da particdo com

acetato de etila dos caldos fermentados sem modificagdo no meio para para
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Bacillus sp (ROXO16) contra patdgenos S. aureus; P. aureginosa; E. coli; C.
albicans; Salmonella, determinados pela técnica de difusdo em agar.

Microrganismo Dia S. aureus Pseudomona | E. coli C. albicans Salmonella
ROXO016 3 Negativo 0,1 mm 0,2 mm Negativo 0,3 mm
6 Negativo 0,1 mm 0,2 mm Negativo 0,3 mm
9 Negativo 0,1 mm 0,2 mm Negativo 0,3mm
12 Negativo 0,1 mm 0,2 mm Negativo 0,3mm

Figura 10: Atividades antimicrobianas dos extratos com acetato de etila obtidos

a partir da particdo dos caldos fermentados do endofitico Bacillus sp. (ROXO16)

apos 3, 6, 9 e 12 dias contra (A) Salmonella; (B) P. aeruginosa; e (C) E. coli

As Tabelas 5 e 6, e as Figuras 8 e 9 apresentam os dados da avaliagéo
da atividade antimicrobiana. Tanto para UNK3 quanto para ROXO16 foram
observados a formacéao de pequenos halos de inibicdo. O isolado UNKS3, inibiu
S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, C. albicans, e Salmonella. O isolado
ROXO016, por sua vez, inibiu S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans. Esses
dados sé&o similares aos observados por Piza et al., 2015. E que concordam
com a capacidade de microrganismos endofiticos do género Bacillus para

inibicdo dos microrganismos patogénicos (Guzman Flor, 2018)

39



6 Avaliagcdo qualitativa da producdo de antimicrobianos mediante
abordagem OSMAC

6.1 Alteracdo da concentracado de glicose.

Sabe-se que microrganismos endofiticos tém a capacidade de produzir uma
variedade de metabdlitos secundarios em condi¢des normais que podem ser
usados em diferentes areas (Sarti, 2019), e que também que podem produzir
uma quantidade variavel de acordo com a modificacdo do ambiente,
modificacdes como fonte de carbono (Ramirez Rojano & RAMIREZ ROJANO,
2016).

A tabela 7, figura 11 apresentam os dados da avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos metabdlitos secundérios obtidos a partir da biparticdo com
acetato de etila, apés modificacdo na concentracdo da fonte de carbono
(Glicose). Para Bacillus sp (UNK3) foram observados halos de inibicdo de alguns

patégenos.

Tabela 7. Atividade antimicrobiana dos metabdlitos obtidos a partir da particdo
com acetato de etila dos caldos fermentados com modificagdo da concentragéo
de glicose para Bacillus sp (UNK3), contra os patdégenos, S. aureus; P.
aureginosa; E. coli; C. albicans; Salmonella, determinados pela técnica de

difusdo em agar.

Conc. Glicose | 5 g/L 10g/L 15g/L 20g/L

E. coli 0,9cmdia 6 1,0cmdia3 1,1cmdia9 0,8 cm dia 12
P. aeruginosa 0,6 cm 4 dias 0.7 dia 12 0.9 cm dia 12 0.6 cm 4 dias
Salmonella 0,6 cm 4 dias 0.7 cm dia 12 1,1 cmdia 12 0,9 cmdia 3
C. albicans 0.6 cmdia 9 0,7 cm dia 12
S. aureus

40



Figura 11: Halos de inibicdo do crescimento dos patégenos (A) E. coli. (B), P.
aeruginosa (C), Salmonella sp (D) e C. albicans. produzidos pela atividade
antimicrobiana dos extratos acetato de etila obtidos a partir da particdo dos
caldos fermentados com modificacdo das concentracdes de glicose para o
endofitico Bacillus sp (UNK3) apds 3, 6, 9 e 12 dias de cultivo.

As condicbes 6timas de producdo dos metabdlitos, determinado pela
presenca de halos maiores, foram detectadas para UNK3 nos dias 9 e 12 com
uma concentracéo de glicose de 15 g /L contra P. aeruginosa e E. Coli; nos dias
6, 9 e 12 contra Salmonella sp, em uma concentracdo de 15 g/L e uma leve
atividade no dia 12 contra C. albicans com concentracdo de 20 g/L. Fazendo
uma comparacao das atividades antimicrobianas, os halos de inibicdo foram
maiores na abordagem OSMAC com a modificagdo da concentracao da glicose
(Tabela 7; Figura 11) do que nos primeiros resultados obtidos sem modificacao
da fonte de carbono na secdo 5.5 (Figura 9; Tabela 5), passando de uma média

de 0,4 mm para uma média de 10,0 mm.

A tabela 8 e a figura 12 apresentam os resultados da avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos produtos da biparticho com acetato de etila, apos
modificacdo na concentracdo da fonte de carbono (Glicose). Para o Bacillus sp
(ROXO016) foram observados a formacgao de halos de inibig&o.

Tabela 8. Atividade antimicrobiana dos produtos obtidos a partir da particdo com
acetato de etila dos caldos fermentados com modificacdo da concentracdo de
glicose para Bacillus sp (ROX0O16) contra patdgenos, S. aureus; P. aureginosa;

E. coli; C. albicans; Salmonella, determinados pela técnica de difusdo em agar.
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Conc. Glicose 549/ 10 g/l 159/ 20 gfl

E. coli 0.6 cm dia 12 1,1cmdia6 0.4 cm 4 dias
P. aeruginosa 0.7 cm dia 12 0.6 cmdia 3
Salmonella sp 0.7 cm dia 12
C. albicans 1.1 cm dia 12 l.1cmdia 6
S. aureus 0.6 cm 4 dias 0.9 cm dia 12 0.7cm dia 6 0.6 cmdia 3

Figura 12: Atividades antimicrobianas dos extratos acetato de etila obtidos a
partir da particdo dos caldos fermentados com modificacdo das concentracdes
de glicose para o endofitico Bacillus sp (ROXO16) apés 3, 6, 9 e 12 dias de
cultivo contra (A) E. coli. (B) P. aeruginosa (C) Salmonella sp (D) C. albicans. (E)

S. aureus.Os halos ao redor dos discos indicam a inibicdo dos patégenos.

Bacillus sp. (ROX016), apresentou atividade antimicrobiana contra E. coli e P.
aeruginosa com concentracdo de 15 g/L nos dias 6, 9 e 12, para Salmonella sp.
nos dias 6 e 9 na concentracao de 20 g/L, e para C. albicans e E. coli com uma
concentragéo ideal de 10 g/L no dia 9. Estes resultados sdo semelhantes aos
observados por Serrano et al. (2012), que usaram a abordagem OSMAC para
estudar metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana produzidos por
Paenibacillus polymyxa RNC-D.

Considerando que no inicio dos testes feitos com os extratos do meio sem
modificacdo da concentracdo da fonte de carbono os halos de bioatividade de
Bacillus sp (ROXO16) contra E. coli, P. aeruginosa e Salmonella sp tinha uma

média de 0,2 mm (Tabela4. Figura 8), o aumento foi muito acentuado ao se obter
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halos de 1,0 cm em média contra 0s mesmos patdgenos, observando-se uma

nova atividade contra C. albicans, S. aureus (Figura 12. D e E).

Ha na literatura existem outros estudos em que a abordagem OSMAC
apresentou efeitos variaveis na producdo de antimicrobianos (Vu et al., 2019;
Chandrakar & Gupta, 2018), com aumento da bioatividade de extratos de
microrganismos endofiticos por meio de modificagbes no ambiente, do
possibilitando um melhor ciclo de replicagdo ou causando niveis de estresse que

0s obrigam a aumentar a bioatividade (Vega Oliveros, 2016).
6.2 Adicao de cloreto de aménio (NH4CI)

Sabe-se que microrganismos endofiticos tém a capacidade de produzir uma
variedade de metabdlitos secundarios em condi¢cdes normais que podem ser
usados em diferentes areas (Sarti, 2019), e sabe-se também que podem produzir
uma quantidade variavel de acordo com a modificacdo do ambiente,
modificacdes como fonte de nitrogénio (Cloreto de amonio-NHA4CI). (Salazar
Marroquin, 2016)

Na tabela 9 e a figura 13 apresentam os dados observados para avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos produtos da biparticdo com acetato de etila, depois
de fazer uma modificagcdo na concentragédo da fonte de nitrogénio (NH4Cl). Para

o Bacillus sp (UNK3), foram observados a formacéo de halos de inibicao

Tabela 9. Atividade antimicrobiana dos extratos acetato de etila obtidos a partir
da particdo dos caldos fermentados com modificagdo da concentragdo de
Cloreto de Amodnio (NH4CI) para Bacillus sp (UNK3), contra os patégenos, S.
aureus; P. aureginosa; E. coli; C. albicans; Salmonella, determinados pela

técnica de difusdo em agar.

Conc. NH4Cl 0.5¢g/L 1.09/L 15q¢g/L 2.0g/lL
E. coli 0,6 cm dia 9 0,5 cm 4 dias 0,5cmdia 3

P. aeruginosa 0,6 cm 4 dias 1,0 cm dia 12

Salmonella sp 0,5 cm 4 dias 0,6 cm dia 9

C. albicans

S. aureus
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Figura 13: Atividades antimicrobianas dos extratos acetato de etila obtidos a
partir da particdo dos caldos fermentados com modificagao das concentragoes
de cloreto de amonio (NH4Cl) para o endofitico UNK3 apés 3, 6, 9 e 12 dias de
cultivo contra (A) E. coli. (B) P. aeruginosa (C) Salmonella sp. Os halos ao

redor dos discos indicam a inibicdo dos patégenos.

Condicdes o6timas de producdo dos metabdlitos secundarios foram detectadas
para o endofitico Bacillus sp (UNK3) no dia 9 com uma concentracdo de NH4CI
de 0,5 g/L contraE. Coli, no dia 12 com uma concentragao de 1,0 g/L contra P.
Aeruginosa, e nos dias 6 e 9 com uma concentracao de 1,0 g/L contra Salmonella
sp. Fazendo uma comparacéao da atividade, a formacao do halo de inibicdo foi
maior na abordagem OSMAC do que nos resultados mostrados na sec¢édo 5.5
(Tabela 5; Figura 9) ja que anteriormente os halos tinham uma média de 0,4 mm
sem modificacado da fonte de nitrogénio e depois uma média de 0,8 mm com a

modificacao da fonte de nitrogenio.

Tabela 10. Atividade antimicrobiana dos extratos acetato de etila obtidos a partir
da particdo dos caldos fermentados com modificacdo da concentracdo de
Cloreto de Amonio (NH4CI) para Bacillus sp (ROXO16)), contra os patégenos S.
aureus; P. aureginosa; E. coli; C. albicans; Salmonella, determinados pela

técnica de difusédo em agar.

Conc. NH4ClI 0.5g/L 1.0g/L 159/l 2.0g/L
E. coli 0,6 cm dia 12 0,5 cm dia 12 0.5cm dia 6
P. aeruginosa 0,6cmdia9 0,9 cm dia 6 0,8cmdia 3

Salmonella sp

C. albicans

S. aureus
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Figura 14: Atividades antimicrobianas dos extratos acetato de etila obtidos a
partir da particdo dos caldos fermentados com modificacdo das concentracdes
de cloreto de amonio (NH4Cl) para o endofitico ROXO16 apoés 3, 6, 9 e 12 dias
de cultivo contra (A) E. coli. (B) P. aeruginosa. Os halos ao redor dos discos

indicam a inibicdo dos patégenos.

Para o isolado ROXO16, foi observada atividade antimicrobiana no dia 12
contra com concentracdo de 1,0 g/L contra E. coli, e no dia 6 com concentracéo
de 1,5 g/L contra P. Aeruginosa. Considerando que no inicio dos testes feitos
com os extratos do meio sem modificacdo da concentracdo da fonte de
nitrogenio o halo de bioatividade de Bacillus sp (ROXO16) na se¢ao 5,5 (Tabelas
6; Figura 10) contra E. coli, P. aeruginosa e Salmonella sp tinha uma média de
0,2 mm, com a abordagem OSMAC houve um aumento acentuado ao se obter

halos de 0,7mm em média.
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7 CONCLUSOES
Neste estudo caracterizamos fenotipicamente e genotipicamente as
bactérias endofiticas Bacillus sp (UNK3) e Bacillus sp (ROXO016) de P.

Paniculata.

O isoladoBacillus sp (UNK3) apresentou atividades celulolitica, milolitica,
pectinolitica ePproteolitica, enquanto Bacillus (ROXO16) apresentou atividades

celulolitica e proteolitica.

Bacillus sp. (UNK3) e (ROXO16) produziram antimicrobianos com agéo
contra os patdgenos de importancia clinica P. aeruginosa ATCC-27853, E. coli
ATCC 11775, S. aureus ATCC 29213, Salmonella (isolada clinicamente) e C.
albicans ATCC 10231.

A abordagem OSMAC, usandomodificacbes das fontes de carbono e
nitrogéénio no meio de fermentacdo, melhorou a atividade antimicrobiana dos

enddfitos contra os patdégenos clinicos.

Os resultados gerados neste estudo demonstram o potencial promissor
das bactérias endofiticas Bacillus sp. UNK3 e ROXO16 de P. Paniculata para
aplicacdes biotecnologicas industriais e também para a descoberta de novas
drogas. Otimizacdes das condi¢cdes de cultivo ainda podem ser realizadas

visando potencializar a producéao dos antimicrobianos.
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