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RESUMO 

BEATRIZ DE CARVALHO RIBEIRO 

ENZIMAS PRODUZIDAS POR BACTÉRIAS ASSOCIADAS ÀS ESPONJAS Oscarella 

(Porifera, Homoscleromorpha) 

Orientadora: Profa. Dra. Marinella Silva Laport 

Coorientador: Prof. Dr. Bruno Francesco Rodrigues de Oliveira 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 
obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 
aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

As enzimas produzidas pelos microrganismos associados às esponjas constituem uma fonte 
promissora de biocatalisadores de relevância industrial, provavelmente devido às suas 
características adaptativas comuns ao ambiente marinho, como resistência a variações de 
salinidade, temperatura e pH. Considerando a potencial aplicação das enzimas desses 
simbiontes microbianos em diversas indústrias, como a de biocombustíveis, detergentes e 
farmacêutica, o microbioma de esponjas pode se revelar em um profícuo reservatório de 
biocatalisadores inéditos. O presente estudo focou em rastrear a produção de enzimas por 
bactérias isoladas de esponjas Oscarella coletadas em diferentes locais: Cabo Frio (RJ), 
cavernas submarinas de Marselha (França) e do Arquipélago de Fernando de Noronha (RJ). 
As bactérias isoladas das esponjas em Cabo Frio (n = 43) e Marselha (n = 27) já faziam parte 
da coleção de bactérias do laboratório e foram reativadas em meio BHI para as próximas etapas 
experimentais. Por sua vez, o isolamento bacteriano das esponjas coletadas em Fernando de 
Noronha foi conduzido no presente trabalho. Os extratos das onze amostras de esponjas 
coletadas em Fernando de Noronha foram diluídos (10-3 a 10-5) e semeados em seis meios de 
cultura: BHI, BHI 1:10, Marine, Marine 1:10, Meio Mineral Mínimo adicionado de ágar e de 
alginato de sódio. Todas as bactérias isoladas foram armazenadas no mesmo meio de 
isolamento adicionado de 20% de glicerol (v/v). As bactérias foram mantidas na bacterioteca 
do laboratório a -20 ºC e posteriormente foram identificadas por MALDI-TOF MS. Todas 314 
estirpes foram testadas quanto à produção de diversas enzimas através de meios adicionados 
de 1,5% de ágar e substratos específicos: LB contendo amido (amilase); carboximetilcelulose 
(CMC, holocelulase); Sierra acrescido de Tween 80 (lipase) ou de Tween 20 (esterase); Leite 
Desnatado (peptidase), Mineral Mínimo e Hu (agarase), Mineral Mínimo suplementado de 
alginato de sódio e Nakamura (alginato-liase). A análise da produção enzimática foi feita 
através da observação de halos das zonas de degradação dos substratos. O cálculo do Índice 
Enzimático (IE) foi realizado através da razão entre o diâmetro de hidrólise e o diâmetro do 
crescimento bacteriano em milímetros (mm), sendo considerada potencial produtora da enzima 
àquela estirpe que na presença de determinado substrato apresentou um IE ≥ 2,0. Todos os 
experimentos foram realizados em triplicata. Das 43 bactérias isoladas de esponjas Oscarella 
em Cabo Frio, 11,6% foram potenciais produtoras de lipase, 16,2% de agarase e 25,5% de 
alginato-liase. Das 27 bactérias isoladas de Oscarella de Marselha, 7,4% com IE ≥ 2 para 
celulase, 18,5% para lipase, 3,7% para agarase e 66,6% alginato-liase. Das 244 bactérias 
isoladas de Oscarella de Fernando de Noronha, foram detectadas 13,5% para amilase, 48,7% 
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para celulase, 9% lipase, 8,1% esterase, 3,6% peptidase, 55,7% agarase e 12,7% alginato-liase. 
A diversidade enzimática detectada nas bactérias isoladas das esponjas evidencia a importância 
de estudos sobre as potencialidades biotecnológicas desse microbioma. 

 
Palavras-chave: bactérias associadas às esponjas, enzimas, Oscarella, potencial 
biotecnológico. 
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ABSTRACT 

BEATRIZ DE CARVALHO RIBEIRO 

ENZYMES PRODUCED BY BACTERIA ASSOCIATED WITH Oscarella SPONGES 
(Porifera, Homoscleromorpha). 

Orientadora: Profa. Dra. Marinella Silva Laport 

Coorientador: Prof. Dr.Bruno Francesco Rodrigues de Oliveira 

     Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 
obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 
aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

The enzymes produced by sponge-associated microrganisms constitute a promising source of 
industrially-relevant biocatalysts, likely due to their adaptive characteristics inherent to the 
marine environment, such as resistance to salinity fluctuations, temperature and pH. 
Considering the potential application of enzymes from these microbial symbionts in various 
industries, such as biofuels, detergents and pharmaceuticals, the sponge microbiome could 
prove to be a fruitful reservoir of novel biocatalysts. The present study focused on screening 
the production of enzymes by bacteria isolated from Oscarella sponges sampled in different 
locations: Cabo Frio (RJ), underwater caves in Marseille (France) and the Fernando de 
Noronha Archipelago (RJ). The bacteria isolated from sponges in Cabo Frio (n = 43) and 
Marseille (n = 27) were already part of the laboratory culture collection and were reactivated 
in BHI medium for the next experimental steps. On the other hand, bacterial isolation from 
sponges collected in Fernando de Noronha was performed in the present work. The extracts 
from the eleven sponge samples collected in Fernando de Noronha were diluted (10-3 to 10-5) 
and inoculated in six culture media: BHI, BHI 1:10, Marine, Marine 1:10, Minimum Mineral 
Medium added with agar and sodium alginate. All isolated bacteria were stored in the same 
isolation medium added with 20% glycerol (v/v). The bacteria were maintained in the 
laboratory culture collection at -20 ºC and were subsequently identified by MALDI-TOF MS. 
All 314 strains were tested for the production of various enzymes using media added with 1.5% 
agar and specific substrates: LB containing starch (amylase); carboxymethylcellulose (CMC, 
holocellulase); Sierra supplemented with Tween 80 (lipase) or Tween 20 (esterase); Skimmed 
Milk (peptidase), Minimum Mineral and Hu (agarase), Minimum Mineral supplemented with 
sodium alginate and Nakamura (alginate-lyase). The analysis of enzyme production was 
carried out by observing halos corresponding to zones of substrate degradation. The calculation 
of the Enzyme Index (IE) was carried out using the ratio between the hydrolysis diameter and 
the diameter of bacterial growth in millimeters (mm). All experiments were performed in 
triplicate. From 43 bacteria isolated from Oscarella sponges in Cabo Frio, 11.6% were 
potential producers of lipase, 16.2% of agarase and 25.5% of alginate-lyase. Of the 27 bacteria 
isolated from Oscarella in Marseille, 7.4% had IE ≥ 2 for holocellulase, 18.5% for lipase, 3.7% 
for agarase and 66.6% alginate-lyase. Of the 244 bacteria isolated from Oscarella de Fernando 
de Noronha, 13.5% were detected for amylase, 48.7% for cellulase, 9% lipase, 8.1% esterase, 
3.6% peptidase, 55.7% agarase and 12.7% alginate lyase. The enzymatic diversity detected in 
bacteria isolated from sponges highlights the importance of studies on the biotechnological 
potential of this microbiome. 

Keywords: sponge-associated bacteria, enzymes, Oscarella, biotechnological potential 
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RESUMO PARA LEIGOS 

BEATRIZ DE CARVALHO RIBEIRO 

A VIDA MICROSCÓPICA NAS ESPONJAS: UM MERGULHO NUM MUNDO DE 

DESCOBERTAS 

Orientadora: Profa. Dra. Marinella Silva Laport 

Coorientador: Prof. Dr. Bruno Francesco Rodrigues de Oliveira 

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de 
Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 
para obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia 
e aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

Em um mundo onde a natureza continua a surpreender com suas maravilhas escondidas, 
uma equipe de pesquisadores mergulhou nos oceanos para estudar as esponjas marinhas. Esses 
seres vivos abrigam uma infinidade de microrganismos e essa parceria é benéfica para as duas 
partes. Os parceiros microbianos podem ajudar a esponja a se defender de animais 
competidores, como peixes e tartarugas, através da produção de substâncias de defesa e, como 
forma de agradecimento, a esponja oferece hospedagem e um <banquete= nutricional para seus 
amigos microscópicos. Essa pesquisa foi direcionada para descobrir quais substâncias ou mais 
especificamente, enzimas, essas bactérias, que vivem no corpo das esponjas, produzem e como 
elas podem ser úteis para a humanidade. Isso porque ao identificar essas enzimas, poderiam 
descobrir novas maneiras de melhorar produtos e processos em diversas indústrias, desde 
laticínios, detergentes, combustíveis, cosméticos e até a farmacêutica. Nessa jornada científica, 
a equipe visitou lugares tão diversos quanto as águas tropicais de Cabo Frio no Rio de Janeiro, 
até as cavernas submarinas de Marselha na França e de Fernando de Noronha em Pernambuco 
para realizar a coleta das esponjas marinhas. A descoberta foi realmente notável, muitas das 
bactérias que residem nas esponjas produzem enzimas com a capacidade de quebrar uma 
variedade de componentes, o que permite pensar nas possíveis aplicações industriais, para 
tornar os processos mais sustentáveis e eficazes. Além do potencial dessas descobertas, os 
resultados do estudo também destacam a riqueza e a importância da biodiversidade marinha. 
Ao entender melhor essas relações entre esponjas e bactérias no oceano, pode-se aprender mais 
sobre a evolução, a adaptação e as complexas redes de interações que sustentam a vida no 
planeta. Em resumo, o estudo mostrou o incrível potencial das bactérias associadas às esponjas 
e reforçou a ideia de que a natureza é uma fonte inesgotável de recursos e soluções para os 
desafios que a humanidade enfrenta. O mais inspirador é perceber que, ao cuidar do ambiente 
e explorá-lo com respeito e curiosidade, pode-se encontrar maneiras de melhorar a qualidade 
de vida. E quem poderia imaginar que as simples esponjas do mar esconderiam tal segredo? 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Esponjas marinhas 

As esponjas marinhas (filo Porifera) representam os mais antigos metazoários 

multicelulares na face da Terra (Turner, 2021). Esses seres estão evoluindo há mais de 600 

milhões de anos e atualmente são descritas cerca de 9.609 espécies (de Voogd et al., 2023). São 

animais sésseis e filtradores com capacidade de filtrar até 24.000 litros de água por quilograma 

de sua biomassa por dia (Vogel, 1977). Apresentam diversidade de formas e cores, podendo 

alterá-las de acordo com o substrato e o ambiente que habitam, e, muitas vezes, as cores das 

esponjas derivam das associações com microrganismos (Fransozo e Negreiros-Fransozo, 2017). 

Taxonomicamente, o filo Porifera é dividido em quatro classes principais: Calcarea, 

Demospongiae, Hexactinellida e Homoscleromorpha (Gazave et al., 2012). Esponjas da classe 

Demospongiae se destacam pela sua diversidade, constituindo aproximadamente 92% de todas 

as espécies, segundo o World Porifera Database (de Voogd et al., 2023). A classe 

Homoscleromorpha é a mais recente na taxonomia do filo, sendo anteriormente considerada 

uma ordem da classe Demospongiae. Após análises filogenéticas com diferentes marcadores 

moleculares, sucedeu-se uma revisão taxonômica, que elevou essa ordem a nível de classe 

Homoscleromorpha no filo Porifera. Atualmente, a classe Homoscleromorpha possui 136 

espécies aceitas, representando o menor número de espécies aceitas em relação a outras classes 

de poríferos (de Voogd et al., 2023). 

As esponjas podem ser encontradas em sistemas marinhos e de água doce e em regiões 

tropicais, temperadas e polares (Hooper e Van Soest, 2002), desde regiões mais rasas até locais 

mais profundos, com condições variadas de temperatura, salinidade e luminosidade (Diaz, 

Smith e Rützler, 2004, Van Soest et al., 2012). Estes animais não possuem órgãos, células 

sensoriais ou nervosas, logo, toda a sua fisiologia depende de células com funções específicas. 

Apresentam uma matriz extracelular chamada de mesoílo, uma região interconectiva rico em 

colágeno, onde estão presentes células ameboides, espículas e bactérias simbiontes. Os 

pinacócitos são células de revestimento, que formam o pinacoderme capaz de isolar a esponja 

do meio externo. Em algumas espécies de Demospongiae e em todas as Homoscleromorpha, os 

pinacócitos são flagelados. Os porócitos são responsáveis pela entrada de água no sistema 

aquífero, enquanto os coanócitos são responsáveis pelo fluxo de água, captura de alimentos e 

trocas gasosas. Dessa maneira, a água entra através de pequenos poros com diâmetro medindo 

de 10 a 100 µm localizados na superfície da esponja, percorre unidirecionalmente um sistema 
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de canais e câmaras coanocitárias e deságua em uma cavidade chamada átrio para ser liberada 

pelo ósculo, uma abertura maior situada na região superior da esponja (Klautau, M., 2016). 

Quando a água entra em contato com os coanócitos, partículas alimentares de diferentes 

tamanhos são capturadas, como macromoléculas, vírus, bactérias, cianobactérias e leveduras 

(Maldonado et al., 2010). O coanócito digere as partículas e transferem-as para os arqueócitos 

no mesoílo. Esses arqueócitos distribuem essas partículas excedentes para os demais tipos 

celulares. Com isso, a digestão nas esponjas ocorre nos vacúolos com atuação de enzimas 

digestivas (Klautau, 2016) (Figura 1). 

 

Figura 1: Anatomia de uma esponja marinha adulta sinalizando a abertura maior, pela qual a água é 

expelida após ter circulado o fluxo de água pela esponjas (ósculo) com auxílio dos coanocitos (células flageladas 

que movimentam a água), a matriz extracelular (mesoílo), onde estão situados os amebócitos, espículas e 

microrganismos simbiontes,os pinacócitos que revestem a esponja, formando uma camada chamada pinacoderme, 

que protege a esponja do ambiente externo, essas estruturas são sustentadas pela proteína de colágeno (espongina). 

(Adaptada de Webster e Thomas, 2016). 

Os poríferos podem apresentar ou não algum tipo de esqueleto. Geralmente, possuem um 

esqueleto, que pode ser orgânico ou mineral. Nas esponjas que não possuem um esqueleto, 

como algumas espécies de Demospongiae e de Homoscleromorpha, a sustentação do corpo é 

proporcionada pelo colágeno presente no mesoílo (Klautau, M., 2016). Por outro lado, no caso 

do esqueleto orgânico, o colágeno (espongina) (Figura 1) é produzido na forma de fibras que 

se entrelaçam, formando uma rede tridimensional que confere maciez e resistência ao corpo do 

animal. Já o esqueleto mineral pode ser maciço ou composto por espículas dispersas pelo corpo 

da esponja, podendo ser unidas por espongina. As espículas são estruturas microscópicas 
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compostas por carbonato de cálcio ou sílica. Existem diversas combinações de esqueleto, como 

somente espículas de carbonato de cálcio (classe Calcarea), somente espículas de sílica (classes 

Demospongiae, Hexactinellida e Homoscleromorpha), fibras de espongina (classe 

Demospongiae), espículas de sílica combinadas com espongina (classe Demospongiae), 

esqueleto maciço de carbonato de cálcio mais espículas de carbonato de cálcio (esponjas 

coralinas da classe Calcarea), e esqueleto maciço de carbonato de cálcio junto com espículas 

de sílica (esponjas coralinas da classe Demospongiae) (Klautau, M., 2016). 

As esponjas desempenham um papel crucial nos ecossistemas bentônicos, ocupando 

cerca de 80% do substrato disponível e fornecendo habitat para uma vasta gama de espécies 

marinhas. Além disso, as esponjas conectam as zonas bentônicas e pelágicas através da filtração 

de grandes volumes de água do mar, mediam processos biogeoquímicos que contribuem para o 

consumo e liberação de nutrientes, como nitrato, nitrito, amônio e fosfato. Ademais, as esponjas 

marinhas são importantes no processo de metabolização primária através de simbiontes 

microbianos; na reciclagem do carbono orgânico, a qual libera nutrientes consumidos por 

detritívoros. Portanto, a preservação e proteção desses animais é fundamental para a 

conservação de ecossistemas marinhos e sua biodiversidade (Bell et al., 2008). 

 

1.2 Classe Homoscleromorpha: Gênero Oscarella 

Representando aproximadamente 1,4% da diversidade do filo Porifera (de Voogd et al. 

2023), a classe Homoscleromorpha, é constituída por duas famílias, Plakinidae e Oscarellidae, 

e nove gêneros, dentre esses, destaca-se o gênero Oscarella, que apresenta algumas 

características únicas em relação a esponjas das outras classes (Gazave et al., 2013; Renard et 

al., 2013; Miller et al., 2018). Esponjas pertencentes à classe Homoscleromorpha se distinguem 

das demais, principalmente, pela existência de uma membrana basal (Boute et al., 1996; 

Ereskovsky, et al., 2009; Gazave et al., 2012). Além disso, algumas espécies apresentam 

ausência de esqueleto e, quando presente, as espículas possuem quatro eixos (tetratractinas) 

(Rernard et al., 2013). Uma característica ecológica comum dessas esponjas é a preferência por 

áreas sombreadas ou com pouca luz, como a parte inferior de habitats rochosos ou em cavernas 

submarinas semi-escuras ou escuras, porém também são frequentemente encontradas em águas 

rasas (mas sempre em áreas sombreadas) (Boury-Esnault et al., 2013; Ruiz et al. 2020). As 

cavernas são habitats conhecidos por sua biodiversidade única, onde as esponjas representam o 

táxon dominante, em termos de diversidade de espécie e biomassa (Gerovasileiou e 

Voultsiadou, 2012).  
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Esponjas do gênero Oscarella são caracterizadas por uma anatomia considerada simples 

e com ausência de espículas minerais, a qual é uma característica responsável pela diferenciação 

de gêneros (Gazave et al., 2012). Além disso, podem apresentar diversas cores, como, amarelo, 

violeta, verde, vermelho ou azul e essas espécies possuem diferentes consistências, algumas 

podem possuir anatomia semi-cartilaginosa e outras são moles (Figura 2) (Boury-Esnault et al., 

2013). Oscarella spp. podem ser encontradas em diversos habitats marinhos, desde zonas 

intertidais até áreas mais profundas, com distribuição geográfica que abrange o Mar 

Mediterrâneo e os Oceanos Atlântico, Pacífico e Índico (Boury-Esnault et al., 2013 e Renard et 

al., 2021). Atualmente, segundo o banco de dados World Porifera Database, o gênero 

Oscarella é composto por 26 espécies aceitas (de Voogd, et al., 2023). No entanto, vale ressaltar 

que a taxonomia de esponjas está em constante atualização, sendo assim, conforme surgem 

novos estudos, novas espécies podem ser descobertas, enquanto outras podem ser adicionadas 

ou excluídas do gênero Oscarella (Boury-Esnault et al., 2013). 

 

 

 

Figura 2: Oscarella spp., um dos espécimes de esponjas marinhas coletada na Gruta da Ilha do Meio, Arquipélago 
de Fernando de Noronha 3 PE, Brasil em nov/2022. Amostra faz parte da coleção de Porifera do Museu Nacional 
do Rio de Janeiro e está tombada sob o código MNRJ 29329 (Foto cedida pelo Prof. Dr. Guilherme Muricy, MN-
UFRJ). 

 

As esponjas do gênero Oscarella têm sido objeto de estudo em biologia marinha e 

evolução devido à sua simplicidade estrutural e genômica (Ereskovsky et al., 2009). A presença 

de tecidos epiteliais é uma característica fundamental de todos os Metazoa, sendo o primeiro 

sinal visível de diferenciação celular e a construção dos corpos de animais durante o 
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desenvolvimento. A aquisição do epitélio representa uma inovação evolutiva crucial na origem 

do estabelecimento da multicelularidade. No entanto, essa organização típica do epitélio, 

geralmente, não está presente em linhagens não bilaterianas, com exceção das Cnidaria. Dentre 

as quatro classes distintas do filo Porifera, apenas as esponjas Homoscleromorpha, como 

espécie de Oscarella, possuem tecidos que se assemelham aos epitélios bilaterianos. Portanto, 

essas esponjas são consideradas valiosas para estudo da evolução e do desenvolvimento de 

tecidos epiteliais (Vernale et al., 2021). 

Algumas espécies de Oscarella são capazes de se regenerar completamente a partir de 

pequenos fragmentos. Nesse sentido, esse fenômeno regulatório é considerado importante 

devido ao seu potencial biotecnológico. A regeneração envolve o reconhecimento da perda ou 

lesão de tecidos, seguido por mecanismos que restauram a estrutura danificada. Dessa maneira, 

esse processo oferece grandes promessas não apenas para a compreensão de questões 

específicas de desenvolvimento de espécies, mas também para aplicações médicas (Ereskovsky 

et al., 2015). Além disso, as esponjas Oscarella também têm sido alvo de pesquisa na 

biotecnologia em razão das interações hospedeiro-microbioma que possuem capacidades únicas 

de produzir biomoléculas interessantes para essa área (Laport et al., 2017, Nunes et al., 2021; 

Canellas et al., 2023). 

1.3 Comunidades procarióticas associadas às esponjas marinhas 

A relação entre microrganismos e esponjas marinhas é uma das interações simbióticas 

mais antigas e evolutivamente conservadas no reino animal, com evidências fósseis que datam 

pelo menos 635 milhões de anos (Li et al., 2018). Estudos genômicos e moleculares têm 

fornecido melhor compreensão dessas relações, revelando que a maioria do repertório genético 

no genoma do holobionte é fornecido pelos microrganismos associados. Com isso, sugere-se 

que seja parcialmente hereditário, com eventos tanto de transferência horizontal quanto vertical 

do genoma ao longo da evolução (de Oliveira et al., 2020). Análises filogenéticas de 

comunidades microbianas associadas à esponjas mostram uma conservação significativa de 

clados bacterianos em diferentes espécies de esponjas e regiões geográficas, indicando uma 

coevolução de longa data entre esponjas e seus simbiontes procarióticos (Schmitt et al., 2012; 

Moitinho-Silva et al., 2017). 

Apesar de seu plano corporal simplista, que coloca as células em contato direto com a 

água do mar circundante, as esponjas são conhecidas por hospedar diversas comunidades 

microbianas, que podem representar até 38% da biomassa do hospedeiro (Vacelet, 1975). Os 

microrganismos estabelecem relações simbióticas com as esponjas, contribuindo para a 
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nutrição, defesa, imunidade e desenvolvimento do hospedeiro (Pita et al. 2018). Isso porque 

esses microrganismos simbiontes realizam várias funções como fotossíntese, oxidação de 

metano, fixação de nitrogênio, nitrificação, desalogenação e redução de sulfato. A fotossíntese 

realizada por cianobactérias, diatomáceas e algas unicelulares auxilia no ciclo do carbono das 

esponjas, com esses microrganismos utilizando os resíduos de carbono, nitrogênio e fósforo 

excretados pelas esponjas para produzir glicerol ou glicose, que são usados como fonte de 

energia pelas esponjas marinhas. Os microrganismos simbiontes são uma fonte importante de 

nitrogênio para as esponjas, pois podem fixar nitrogênio atmosférico e converter a amônia 

excretada pelas esponjas em nitrito e nitrato. Os poríferos também metabolizam enxofre, e 

algumas bactérias obtêm energia da oxidação de enxofre. A relação simbiótica entre esponjas e 

microrganismos é crucial para a saúde das esponjas, pois desequilíbrios na microbiota 

bacteriana podem levar a doenças e morte. A produção de diversos metabólitos secundários 

pelas comunidades microbianas associadas às esponjas constitui a defesa química contra 

patógenos e predadores (Taylor et al., 2007; Fransozo e Negreiros- Fransozo, 2017; Pita et al. 

2018; Webster e Thomas, 2016). 

Dessa forma, as esponjas são descritas como <holobiontes=, termo que se refere a um 

metaorganismo que é composto do hospedeiro eucariótico multicelular e seu microbioma 

associado (Rosenberg e Zilber-Rosenberg, 2018). Esse microbioma é essencial para a 

sobrevivência e crescimento das esponjas. Além disso, a composição e diversidade dessas 

comunidades microbianas podem variar entre as diferentes espécies de esponjas, sendo dividida 

em dois grupos: esponjas de baixa abundância microbiana (LMA, do inglês low microbial 

abundance) e as de alta abundância microbiana (HMA, do inglês, high microbial abundance) 

(Vacelet e Donadey, 1977; Hentschel et al., 2003). 

As esponjas do grupo LMA possuem concentrações de microrganismos associados 

que se assemelham às encontradas na água do mar circundante. Por outro lado, as esponjas 

HMA contêm uma quantidade microbiana que supera em duas ou três ordens de magnitude a 

encontrada na água do mar, e apresentam uma diversidade microbiológica superior em 

comparação com as esponjas LMA (Hentschel et al., 2006). Estudos indicam que essa distinção 

entre as esponjas HMA e LMA pode estar relacionada a diferenças morfológicas. O grupo HMA 

contêm o mesoílo mais denso e sistemas aquíferos complexos, com canais de água estreitos e 

longos, com isso há menor taxa de filtração da água do mar (Hentschel et al., 2006; Taylor et 

al., 2007), conforme evidenciado por experimentos e microscopia eletrônica de transmissão 

(Weisz et al., 2008; Gloeckner et al., 2014). Com o avanço dos estudos na caracterização de 
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mais espécimes, tem-se visto que os microbiomas das esponjas HMA são extremamente ricos 

e complexos e é caracterizado pela presença de filos indicadores como Cloroflexi e Poribacteria 

(Gloeckner et al., 2013), enquanto a comunidade microbiana de LMA é restrito à Proteobacteria 

e Cyanobacteria (Moitinho-Silva et al., 2017). 

Há um crescente interesse nos microrganismos associados às esponjas, por serem 

considerados uma fonte promissora de produção diversa de metabólitos bioativos com uma 

variedade de potencialidades biotecnológicas, como substâncias antimicrobianas, enzimas, 

biossurfactantes e bioemulsificantes (Santos-Gandelman et al., 2014; de Oliveira et al., 2020; 

Freitas-Silva et al., 2022). A pesquisa por metabólitos secundários da microbiota de esponjas 

ainda é incipiente, logo, existem altas chances de encontrar novos compostos bioativos capazes 

de inibir bactérias de importância clínica (Laport, Santos e Muricy, 2009; Santos-Gandelman 

et al., 2014). As esponjas se destacam como um dos organismos marinhos que mais produzem 

metabólitos exclusivos, tendo sido relatados mais de 3.500 compostos novos originados de 

esponjas no período entre 1985 e 2008 (Anteneh et al., 2022). Nesse contexto, as esponjas 

marinhas e seus simbiontes procarióticos constituem um sistema modelo relevante para o estudo 

das interações hospedeiro-microrganismo e para a exploração de novas fontes de compostos 

bioativos com potencial aplicação biomédica e biotecnológica (de Oliveira et al., 2020). 

1.4 Aplicações biotecnológicas das comunidades microbianas associadas às esponjas 

da Classe Homoscleromorpha: Gênero Oscarella 

Poucos estudos têm explorado a diversidade e a função da comunidade procariótica 

associada a esponjas Oscarella, o que representa uma lacuna de conhecimento significativa que 

precisa ser preenchida. O conhecimento sobre a abundância microbiana em Homoscleromorpha 

tem sido analisado primariamente por meio de microscopia eletrônica. Essa metodologia 

fornece informações acerca da morfologia, localização e abundância microbiana (Freitas-Silva 

et al., 2020). Enquanto a metagenômica tem capacidade de avaliar a diversidade microbiana e 

sugerir possíveis funções fisiológicas das bactérias associadas (Vishnyakov e Ereskovsky, 

2009; Boury-Esnault et al., 2013; Gloeckner et al., 2014). 

Um estudo de Laport e colaboradores (2017), teve como objetivo analisar a comunidade 

bacteriana cultivável de esponjas Oscarella, coletadas em Cabo Frio, Brasil e avaliar o potencial 

antimicrobiano. Foi realizado sequenciamento do gene rrs para identificar filogeneticamente 

337 unidades formadoras de colônia isoladas de Oscarella. Como resultados, a comunidade 

bacteriana era majoritariamente Pseudomonadota e Bacillota, sendo que o gênero mais 

abundante foi Vibrio, seguido por Shewanella. Ao serem analisadas para a produção de 
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antimicrobianos, verificou-se que as bactérias dos 12 gêneros isolados de Oscarella sp. foram 

capazes de produzir essas substâncias. A maioria das estirpes tiveram interações antagônicas 

contra bactérias de importância clínica. Os resultados obtidos sugerem que o antagonismo 

químico desempenha um papel fundamental na formação das comunidades bacterianas 

associadas à Oscarella. Portanto, essas estirpes representam fontes interessantes para 

descoberta de novas substâncias antimicrobianas, as quais podem ser úteis para o tratamento de 

infecções causadas por bactérias multirresistentes. Esta pesquisa, pioneira e inovadora na 

análise da diversidade e na avaliação da atividade antagônica das bactérias isoladas de 

Oscarella sp., enfatiza o potencial biotecnológico dessas estirpes para síntese de novos 

antimicrobianos (Laport et al., 2017). 

Considerando o desafio de tratar infecções causadas por biofilmes, responsáveis por 

aproximadamente 75% das infecções humanas, devido à resistência aos antimicrobianos 

existentes, torna-se urgente a busca por novas substâncias antibiofilme (Canellas et al., 2023). 

Com isso, um estudo com bactérias isoladas de esponjas Oscarella revelou que a estirpe 

Enterobacter 84.3 produz moléculas bioativas com a capacidade de inibir e desagregar 

biofilmes formados por Staphylococcus spp. Através de análises de microscopia confocal foi 

possível observar que o extrato bioativo reduziu significativamente a camada de biofilme de S. 

aureus e reduziu as interações entre as células. Vale ressaltar que este extrato bioativo não 

apresentou citotoxicidade em células de mamíferos (Nunes et al., 2021). O estudo seguinte 

realizado por Canellas e colaboradores (2023), confirmou, através da microscopia eletrônica de 

varredura, que 32 µg/mL do extrato aquoso da estirpe Enterobacter 84.3, tinha a capacidade de 

inibir e desassociar o biofilme maduro de S. aureus em 85,3%. Ademais, foi investigado a 

natureza química dos componentes ativos desse extrato aquoso e o potencial do mecanismo de 

ação dessas moléculas antibiofilme em células de estafilococos. A identificação, por meio da 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada à Espectrometria de Massas de Alta 

Resolução" (do inglês "High-Performance Liquid Chromatography coupled to High-Resolution 

Mass Spectrometry" - LC-HRMS), revelou sete moléculas promissoras na atividade 

antibiofilme do extrato aquoso, incluindo alcaloides, macrolídeos, esteroides e triterpenos, 

sugerindo uma ação sinérgica. Portanto, esses resultados obtidos realçam o potencial da estirpe 

Enterobacter 84.3, isolada de esponja do gênero Oscarella, como uma fonte interessante de 

moléculas para o tratamento e/ou prevenção de infecções por S. aureus formadores de biofilmes 

(Nunes et al., 2021; Canellas et al., 2023). 

Com o objetivo de obter uma visão mais abrangente da diversidade bacteriana associada 
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à classe Homoscleromorpha, Glöeckner e colaboradores (2013) utilizaram técnicas de 

construção de bibliotecas genômicas e sequenciamento do gene rrs, que codifica a subunidade 

16S do RNA ribossômico, para analisar a diversidade microbiana associada a cinco espécies 

diferentes do gênero Oscarella. Nesse estudo, foram identificados quatro filos: Actinobacteria, 

Cyanobacteria, Gemmatimonadetes e Pseudomonadota. Na espécie de esponja Oscarella 

lobularis, 76% das sequências pertenciam ao filo Pseudomonadota (Glöeckner et al., 2013). No 

estudo conduzido por Glöeckner e colaboradores (2014), utilizando microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) e microscopia eletrônica de fluorescência, a esponja O. lobularis foi 

classificada como de "baixa abundância microbiana" (LMA), devido à pouca quantidade e 

diversidade de microrganismos (Pita et al., 2018) 

Apesar da presença de exoenzimas hidrolíticas e biossurfactantes ter sido relatada no 

microbioma de esponjas, o conhecimento ainda é limitado sobre esses metabólitos produzidos 

pelos microrganismos associados às esponjas de Homoscleromorpha (de Oliveira et al., 2022). 

Neste estudo, foi analisada a produção de hidrolases e biossurfactantes pelas bactérias isoladas 

de três espécies de Homoscleromorpha de águas rasas: Oscarella sp., Plakina cyanorosea e 

Plakina cabofriense. De um total de 107 estirpes isoladas, 99 apresentaram atividade para pelo 

menos uma das hidrolases testadas. Na investigação da produção de lipase e peptidases, nos 

meios Luria-Bertani (LB) e Caldo Triptona Soja (TSB), duas bactérias, do gênero Bacillus e 

isoladas de Oscarella, apresentaram atividade elevada das duas enzimas testadas. Além disso, 

a estirpe identificada como Bacillus sp. 80BH11 foi capaz de produzir biossurfactantes com 

alta potencial de emulsificação e notavelmente estáveis no meio LB. Desse modo, essa pesquisa 

pretende proporcionar um ponto inicial para investigação futura de enzimas e biossurfactantes, 

com aplicações biotecnológicas, produzidas pelo microbioma das esponjas 

Homoscleromorpha. 

1.5 Enzimas microbianas 

As enzimas agem como catalisadores de reações químicas, exibindo um alto grau de 

especificidade para os substratos com os quais interagem e conduzindo todas as reações 

fisiológicas indispensáveis à vida. Todas as enzimas são compostas por proteínas, com a 

exceção de um grupo de moléculas catalíticas de RNA, as ribozimas. Atualmente, esses 

biocatalisadores são divididos em sete classes pela Comissão de Nomenclatura da União 

Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (IUBMB, do inglês, <The International 

Union of Biochemistry and Molecular Biology=): oxidorredutases (classe 1), transferases 

(classe 2), hidrolases (classe 3), liases (classe 4), isomerases (classe 5), ligases (classe 6) e 



24  

translocases (classe 7) (Brahmachari, 2016; Tipton et al., 2019). 

A humanidade vem explorando esses catalisadores biológicos, desde o período pré-

histórico, em uma variedade de processos, como na clarificação, filtragem e produção de vinhos 

e cervejas, na fabricação de pães e na fermentação do açúcar em álcool pela levedura, prática 

já observada no Egito Antigo para conservação de alimentos e bebidas (Cornish-Bowden, 

2011). Um exemplo de uso de enzima datada no século XVIII é a tenderização de carne, o qual 

pesquisas sobre a digestão gástrica da carne forneceram uma base para estudos futuros sobre a 

catálise enzimática, sendo esta substância ativa nomeada como pepsina em 1836. A conversão 

do amido em açúcar foi descrita no início do século XIX, com a identificação de uma amilase 

vegetal. Foi reconhecido que esse processo, que ocorre durante a germinação dos grãos, se 

assemelha à hidrólise química, descrita em 1815 (Punekar, 2018). 

O uso industrial de enzimas microbianas está ganhando mais atenção, devido às diversas 

vantagens sobre as enzimas vegetais e animais, como a maior estabilidade, produção em larga 

escala em menor tempo e maior economia. Além disso, são conhecidas pela fácil manipulação 

genética, não toxicidade e biodegradabilidade (Bhatt, 2022). As enzimas de origem microbiana 

são aplicadas em áreas da indústria como celulose e papel, detergentes, couro e têxteis, produtos 

farmacêuticos, biocombustíveis, alimentos e bebidas e ração animal, por exemplo (Singh, Singh 

e Pandey, 2019). 

A expansão do mercado global de enzimas deve-se a dois fatores principais. O primeiro 

é o crescimento da população global, que alguns estudos projetam em 28% de 2015 a 2030. O 

segundo fator é o crescimento da consciência ambiental, impulsionado por consumidores e 

legislações mais rigorosas, que resultam em pressão pública e política. Esta pressão intensificou 

a demanda de processos industriais a partir de recursos naturais, levando à incorporação gradual 

de enzimas na indústria (Arundel e Sawaya, 2009, Ghattavi e Homaei, 2023). Dessa maneira, a 

procura por enzimas está constantemente crescendo em todas as áreas, impulsionada pela 

evolução das aplicações industriais e pelo potencial de alto rendimento desses biocatalisadores. 

Este cenário deve incentivar investimentos em pesquisa para o descobrimento de novos 

biocatalisadores (Li et al., 2012; Brahmachari, 2017). Portanto, estima-se que a taxa de 

crescimento anual das enzimas industriais atinja cerca de 10% em 2030 (Arundel e Sawaya, 

2010). O valor do mercado global de enzimas industriais é previsto para totalizar US$ 10 

bilhões até 2024, com uma taxa composta de crescimento anual de 6,8% para o período 2018-

2024 (Global Markets Insights, 2023). 
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1.5.1 Enzimas microbianas marinhas 

Com cerca de 250.000 espécies, os ecossistemas marinhos representam uma vasta 

biodiversidade e um reservatório natural para a aquisição de diversas enzimas com potenciais 

biocatalisadores com aplicações na área biomédica e biotecnológica (Rao e Kumavath, 2017; 

Samalens et al., 2022; Ghattavi e Homaei, 2023). As condições adversas deste ambiente, com 

extremos de salinidade, pressão, pH, temperatura e luminosidade, ou até uma combinação 

destes, têm impulsionado, ao longo de milhares de anos de evolução, a adaptação dos 

microrganismos marinhos. Isso resultou na aquisição de capacidades metabólicas únicas que 

garantem a sobrevivência desses organismos, e na produção de uma ampla variedade de 

metabólitos bioativos (Samalens et al., 2022; Ghattavi e Homaei, 2023). Dessa forma, as 

enzimas produzidas por microrganismos naturalmente presentes nesses habitats apresentam 

uma série de vantagens em relação às de origem terrestre, como diversidade bioquímica, maior 

atividade catalítica, e facilidade de cultivo em larga escala, o que resulta em custos reduzidos e 

sustentabilidade (Auta et al., 2022). 

Dessa maneira, o interesse na busca de recursos marinhos para encontrar enzimas 

aplicáveis à biotecnologia tem aumentado devido às adaptações ecofisiológicas únicas dos 

microrganismos marinhos (Trincone, 2011; Dionisi et al., 2012; Arnosti et al., 2013). 

Considerando que a maior parte dos processos industriais ocorre em condições extremas de pH, 

temperaturas e salinidade, as chamadas "extremoenzimas" tem se destacado (Huston, 2008; De 

Santi, 2015). Portanto, os biocatalisadores marinhos são considerados eficientes para diversas 

indústrias, para a produção de pigmentos, pesticidas, herbicidas, toxinas, agentes 

antiparasitários, compostos antitumorais, antibióticos, atividades citotóxicas, além de 

promotores de crescimento para animais e plantas, por exemplo (Rao e Kumavath, 2017). 

 

1.5.2 CAZymes 

Os polissacarídeos são utilizados por uma variedade de organismos para 

armazenamento de energia dentro das células e como compostos estruturais para a formação da 

parede celular. O ecossistema marinho é rico em polissacarídeos complexos como ágar, 

alginato, carragenina, celulose, xilana e quitina, sendo abundantemente encontrados em plantas 

marinhas e em macro e microalgas, podendo chegar a compor mais de 50% do seu peso seco 

(Imran e Ghadi, 2019; Bäumgen, Dutschei e Bornscheuer, 2021). 
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As CAZymes (enzimas ativas de carboidratos) incluem 5 famílias, glicosídeo hidrolase 

(GHs), glicosiltransferases (GTs), polissacarídeo liases (PL), carboidrato esterases (CEs) e as 

com atividades auxiliares (AAs) (Gavande, Goyal e Fontes, 2023). A ampla diversidade da 

família das GHs destaca-se com 132 classes, segundo o banco de dados CAZy (www.cazy.org) 

(Bäumgen, Dutschei e Bornscheuer, 2021). As CAZymes possuem um papel fundamental na 

biossíntese, modificação, degradação de carboidratos e seus derivados. Esse grupo de enzimas 

também desempenha um papel importante em processos biotecnológicos, como produção de 

biocombustível a partir da degradação de biomassa rica em polissacarídeos (Contesini, 

Frandsen, e Damasio, 2021). 

 

1.5.2.1 Amilase 

As amilases são hidrolases que agem sobre polissacarídeos, auxiliando na quebra de 

moléculas de amido em açúcares mais simples. As enzimas amilolíticas são responsáveis pela 

catálise da hidrólise do amido, um carboidrato formado por cadeias de alfaD-glucose, em 

açúcares mais simples. Podem ser lineares ou ramificadas e dividem-se em α-, ³- ou ´-amilases 

conforme a ligação que podem clivar. As α-amilases endo-específicas (EC 3.2.1.1) hidrolisam 

ligações α-1,4 nas cadeias de amilose/amilopectina, gerando glicose e maltose, enquanto as 

pululanases (EC 3.2.1.41) atuam somente em ligações α-1,6, formando maltodextrinas lineares. 

As exo-específicas, como amiloglucosidases ou glucoamilases (EC 3.2.1.3), exoamilases como 

³-amilases (EC 3.2.1.2) e maltotetra-hidrolases (EC 3.2.1.60), e a α-glucosidase (EC 3.2.1.20) 

desempenham funções variadas na hidrólise de cadeias e liberação de unidades de glicose. As 

fontes microbianas marinhas para a produção de amilases incluem Pseudomonas sp., Bacillus 

cereus, Bacillus polymyxa, Bacillus megaterium, Streptomyces sp. e Rhizopus japonicus (Lopes 

et al., 2023). 

Atualmente, a maior parte do processamento industrial de amido por hidrólise é 

realizado com o uso de amilases (Raveendran et al., 2018). Nas últimas três décadas, as amilases 

provenientes de fontes microbianas têm feito contribuições significativas para a indústria de 

biotecnologia, superando aquelas produzidas a partir de plantas ou animais (Auta et al., 2022). 

Essas enzimas amilolíticas são de extrema importância em processos biotecnológicos, sendo 

utilizadas na produção de bebidas alcoólicas, como a cerveja, na indústria de rações animais, 

na composição de detergentes para roupas, na produção de alimentos, bem como nas indústrias 

têxtil e de papel (Karigar e Rao, 2011; Auta et al., 2022). Além disso, as bactérias marinhas 

produzem amilases queapresentam características únicas de adaptação ao ambiente marinho, 

http://www.cazy.org/
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como tolerância à salinidade e temperatura (Suriya et al., 2016). 

O estudo de Erfanimoghadam e Homaei (2023) teve como objetivo isolar e identificar 

bactérias simbióticas no intestino dos peixes Sillago sihama e Rastrelliger canagorta, que 

habitam a Ilha Qeshm, Iran. As bactérias intestinais simbióticas dessas espécies foram isoladas 

em meio de cultura nutriente ágar, e em seguida, as bactérias produtoras de amilase foram 

selecionadas utilizando um meio de cultura contendo amido como substrato e foi realizado o 

teste com solução de Lugol. Com isso, a atividade amilolítica foi indicada pela visualização de 

um halo ao redor da colônia e os diâmetros foram medidos. As bactérias potenciais produtoras 

com maior atividade enzimática foram selecionadas e identificadas através da análise da 

sequência do gene 16S rRNA. Como resultado, das 22 estirpes bacterianas, 10 foram capazes 

de crescer em um meio de cultura com amido, e 5 das 10 cepas apresentaram halos de atividade. 

Entre as bactérias amilolíticas, quatro cepas bacterianas foram identificadas pertencentes ao 

gênero Bacillus. Duas linhagens de B. subtilis apresentaram alta atividade enzimática, sendo a 

atividade máxima observada a 60°C e valores de pH de 5 e 7, respectivamente. Portanto, a 

conclusão dos autores foi que as bactérias simbióticas marinhas do gênero Bacillus podem ser 

consideradas potenciais produtoras de amilase com aplicação em diversas indústrias, como de 

alimentos e de detergentes. 

Os objetivos da pesquisa de Ginting e colegas (2021) foram isolar e identificar bactérias 

termofílicas produtoras de amilase em uma fonte hidrotermal localizada em Likupang, na 

Indonésia. Foi utilizado o meio Ágar Modificado Thermus Medium (TMMA) contendo 2% de 

amido com incubação a 55°C por 24-48 horas para avaliar a atividade amilolítica dessas 

bactérias. Após revelação com solução de lugol e identificação molecular baseada no gene 

codificador da região 16S rRNA, foram encontradas 12 bactérias termofílicas capazes de 

produzir amilase e duas bactérias foram selecionadas, pois apresentaram um índice amilolítico 

de 3,04-3,52 a 55°C. 

 

1.5.2.2 Agarase 

A enzima α- ou ³-agarase atua primeiramente sobre a agarose oligomérica, clivando as 

ligações α-(1,3) ou ³-(1,4), produzindo como resultado o agarotetraose ou neoagarotetraose 

(NA4). Estes sacarídeos, junto com outros derivados oligoméricos da agarose, são 

posteriormente transformados em agarobiose ou neoagarobiose (NA2) devido à ação da enzima. 

Na etapa seguinte, a ³-agarobiose hidrolase ou a α-neoagarobiose hidrolase quebram esses 

compostos nas ligações ³-(1,4) ou α-(1,3), formando os monômeros galactose ou anidro-L-
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galactose. Estes monômeros são assimilados nas principais vias do metabolismo energético 

microbiano e possuem diversas bioatividades interessantes (Jahromi e Barzkar, 2018; Lopes et 

al., 2023).  Dentre as bactérias marinhas que se destacam pela capacidade de produzir agarase, 

podemos citar gêneros como Vibrio, Pseudomonas, Acinetobacter, Agarivorans, Alteromonas, 

Bacillus, Microbulbifer, Paenibacillus, Pseudoalteromonas, Salegentibacter, Thalassomonas e 

Zobellia (Lopes et al., 2023). Dessa forma, essa enzima purificada pode ser usada como para 

aditivos alimentares, na indústria de bebidas e alimentos, em cosméticos (Auta et al., 2022). 

Ademais, a agarase é amplamente utilizada em laboratórios, pois, essa enzima possui a 

capacidade de hidrolisar a agarose, uma substância comumente usada na eletroforese para a 

separação de fragmentos de DNA. Dependendo do objetivo do estudo, após a eletroforese, é 

necessário recuperar os fragmentos de DNA que foram separados no gel de agarose. Dessa 

forma, essa enzima é usada para degradar a agarose e permitir a recuperação ou "eluição" dos 

fragmentos de DNA (Auta et al., 2022). 

Em um estudo, foi descoberta uma nova linhagem de Vibrio, denominada Vibrio sp. S1, 

isolada da água costeira da Ilha de Jeju, na Coreia, capaz de degradar ágar. Essa bactéria 

produziu pelo menos cinco tipos de agarases extracelulares em um meio de cultura contendo 

extrato de levedura e bactopeptona. Duas agarases, AgaA33 e AgaA29, foram purificadas até 

atingirem homogeneidade e foi observado que seus pesos moleculares foram 33 kDa e 29 kDa, 

respectivamente, e apresentaram temperatura ótima em 45°C e pH ótimos de 7,0. Ambas as 

agarases são termoestáveis, mantendo 93% (AgaA33) e 87% (AgaA29) de sua atividade 

máxima a 50°C, e mais de 80% da atividade foi mantida após um tratamento térmico a 45°C 

por 1 hora. Esses resultados mostram que essas agarases são termoestáveis e possuem potencial 

para serem aplicadas na indústria de ágar (Chi, Seo e Hong, 2019). 

Na pesquisa de Hinojosa, Asenjo e Leiva (2018), foram investigadas três macroalgas do 

litoral antártico (Himantothallus grandifolius, Pantoneura plocamioides e Plocamium 

cartilagineum), como possíveis fontes de bactérias catabolisadoras do ágar. Um total de 21 

estirpes apresentaram atividade agarolítica no meio contendo ágar como única fonte de carbono 

com incubação em baixas temperaturas. A identificação pela análise das sequências do gene 

16S rRNA revelou que as bactérias degradadoras de ágar pertenciam aos gêneros Cellulophaga, 

Colwellia, Lacinutrix, Olleya, Paraglaciecola, Pseudoalteromonas e Winogradskyella. Foi 

selecionada uma nova espécie do gênero Olleya para purificação da agarase, a partir do 

sobrenadante da estirpe, por meio de precipitação com sulfato de amônio e cromatografia de 

troca iônica. O peso molecular da agarase foi estimado em 38 kDa por meio de eletroforese em 
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gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE). A enzima purificada 

demonstrou atividade a 4 °C, mantendo mais de 50% de sua atividade máxima nessa 

temperatura. Os resultados endossaram o uso potencial dessa enzima hidrolíticas ativas a baixas 

temperaturas na área da biotecnologia. 

 

1.5.2.3 Alginato-liase 

O alginato é um polissacarídeo em cadeia reta composto por unidades do ácido ³-D-

manurônico (M) e ácido α-L-gulurônico (G) interligados. Estas unidades se organizam em três 

blocos distintos: ácido poli ³-D-manurônico (polyM), ácido poli α-L-gulurônico (polyG) e o 

heteropolímero misto (polyMG). As enzimas que atuam sobre o alginato, chamadas liases, são 

divididas em três grupos: liases que atuam especificamente em polyM (EC 4.2.2.3), em polyG 

(EC 4.2.2.11) e liases de ação duplo (EC 4.2.2.-). Além disso, com base no seu mecanismo de 

atuação, as alginato-liases são classificadas como liases do tipo endo ou exo. As endo-liases 

rompem ligações internas, gerando oligossacarídeos de alginato (AOS) de diferentes tamanhos, 

enquanto as exo-liases degradam a partir das extremidades, resultando principalmente em 

monômeros e dímeros (Xue et al., 2023) Essas enzimas possuem uma ampla gama de aplicações 

em indústrias farmacêuticas, de alimentos e na agricultura (He et al, 2018; Huang et al., 2022). 

O alginato é uma fonte de carbono abundante em habitats marinhos. A parede celular das algas 

feofíceas (Phaeophyceae) contém alginato em elevadas proporções, e devido à diversidade 

considerável de espécies de algas marrons, o substrato é encontrado em quantidades 

significativas em ambientes costeiros. Algumas espécies, como Saccharina japonica e Undaria 

pinnatifda, possuem alginato que representa até 45% do seu peso seco. Além das algas marrons, 

certas espécies de bactérias produzem alginato como um componente essencial de biofilmes, 

como Pseudomonas (Barzkar et. al., 2022). 

Diferentes organismos têm sido identificados como produtores de alginato- liases, 

incluindo algas marinhas, moluscos marinhos, esponjas marinhas, fungos (como o 

Corollospora intermedia), leveduras (como a Meyerozyma guilliermondii), além de numerosas 

bactérias encontradas tanto em ambientes terrestres, quanto marinhos (Barzkar, et. al., 2022; de 

Oliveira, et al., 2020). No entanto, as principais produtoras de alginato-liase são as bactérias. 

Além disso, as alginato-liases obtidas de fontes marinhas frequentemente apresentam notável 

halotolerância e há uma variedade de algas que produzem quantidades significativas de 

alginato, que funcionam como fonte de nutrientes para as bactérias marinhas heterotróficas 

(Barzkar et. al., 2022). 
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Os oligossacarídeos de alginato (AOs), gerados com degradação do alginato através 

da alginato-liase, também apresentam diversas propriedades biológicas que trazem benefícios 

para a saúde humana, como propriedades antitumorais, antidiabéticas, anti-hipertensivas, anti-

inflamatórias, antimicrobianas, antioxidantes, anticancerígenas e imunomodeladoras. 

Geralmente, os métodos tradicionais de preparação dos AOs são realizados em condições 

extremas de pH ácido ou alcalino, o que resulta em impactos ambientais significativos. Em 

contraste, os métodos de produção dos AOs baseados em enzimas são mais sustentáveis e 

ecológicos (Barzkar et. al., 2022).  

Considera-se desafiador para os antibióticos convencionais eliminar algumas bactérias 

patogênicas que possuem biofilmes complexos em suas superfícies. Foi descoberto que os 

componentes de alginato presentes no biofilme de P. aeruginosa podem protegê-las do 

reconhecimento e eliminação pelo sistema imunológico, além de serem resistentes ao 

tratamento com antimicrobiano. Portanto, um possível método terapêutico para tratamento de 

infecções por P. aeruginosa é a utilização de um complexo purificado de alginato-liase e 

antimicrobiano (Barzkar et. al., 2022). No entanto, até o momento, poucos produtos derivados 

do uso de alginato-liase foram desenvolvidos para aplicações terapêuticas, como 

antibacterianos, anticancerígenos e tratamentos de outras doenças. Desse modo, é essencial 

descobrir novas alginato-liases e explorar sua estrutura, funções e a relação entre estrutura e 

função para avançar na área da enzimologia marinha e biotecnologia (Barzkar et. al., 2022). 

No estudo de Daboor e colegas (2019), um total de 36 estirpes bacterianas alginolíticas 

foram isoladas de amostras de água do mar. Essas bactérias foram identificadas por meio do 

sequenciamento do gene 16S rRNA. Foi visto que a estirpe Pseudoalteromonas sp. 1400 

apresentou a maior atividade alginolítica, com isso, sua enzima foi purificada (AlyP1400) e 

exibiu uma banda de 23 kDa em um gel de poliacrilamida para proteínas. A alginato-liase 

purificada mostrou uma atividade máxima a 30 °C, em condições levemente ácidas. Além disso, 

foi observado que a enzima reduziu em mais de 90% a viscosidade do alginato de sódio e 

diminuiu consideravelmente os biofilmes de P. aeruginosa PA14 em 69% após 24 horas. Foi 

realizado um teste da combinação da enzima com carbenicilina ou ciprofloxacina, reduzindo a 

espessura e a área de superfície do biofilme de P. aeruginosa em um sistema de célula de fluxo. 

Portanto, esses resultados indicam que a AlyP1400, em combinação com esses antimicrobianos, 

auxilia na degradação dos biofilmes produzidos por P. aeruginosa, apresentando potencial 

como estratégia terapêutica combinada para a degradação de biofilmes produzidos por P. 

aeruginosa. 
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Uma alginato-liase denominada AlyH1 foi produzida pela bactéria marinha Vibrio 

furnissii H1 isolada em algas deterioradas e apresentou propriedades interessantes quanto ao 

seu emprego no setor biomédico. Após a purificação e caracterização, a enzima apresentou uma 

atividade específica de 2,40 U/mg, com peso molecular de 35,8 kDa. Foi observado que AlyH1 

é mais efetiva a 40 °C e pH 7,5, mostrando estabilidade em temperaturas abaixo de 30 °C e em 

pH neutro (7,0-8,0). A partir de análises parciais da sequência de aminoácidos, foi visto que 

AlyH1 pertence à família de PL 7, mostrando menos de 77% de identidade com outras liases 

conhecidas. Esses resultados indicam que AlyH1 tem potencial como um novo candidato para 

produção de oligossacarídeos de alginato com baixos graus de polimerização (Zhu et al., 2018). 

 

1.5.2.4 Celulase 

As celulases são hidrolases classificadas em três principais categorias: 

endoglucanases, exoglucanases e ³-glicosidases. As endoglucanases clivam ligações da 

celulose em dissacarídeos. Estes são degradados por exoglucanases em oligossacarídeos mais 

curtos. Há duas variantes de exoglucanases, uma atua a partir da extremidade redutora e outra 

da não redutora, ambas liberando celobiose. Esta última é transformada em glicose pelas ³-

glicosidases. Microrganismos marinhos, como algumas bactérias e fungos, são conhecidos pela 

produção de celulases. Entre eles, destacam-se gêneros como Aspergillus, Penicillium e 

Bacillus (Lopes et al., 2023).  

Essas enzimas tem sido comercializadas desde a década de 1960 e ainda apresenta 

algumas características passíveis de adaptação/melhoramento, como baixa atividade enzimática 

e estabilidade em certos ecossistemas associados à alta salinidade, forte acidez, forte 

alcalinidade e baixa temperatura. Estudos mais recentes sobre as celulases têm crescido 

expressivamente devido ao seu papel crucial na produção de bioetanol a partir de biomassa rica 

em celulose. Estima-se que até 2035, a demanda mundial por etanol terá um aumento de 3,4 

vezes (Trivedi et al., 2015). O elevado custo de produção das enzimas é um fator restritivo 

importante para a comercialização da produção de bioetanol através da hidrólise enzimática. 

Por isso, encontra-se a necessidade da procura por fontes novas e potenciais celulases para uma 

produção de bioetanol econômica em escala industrial (Carpio et al., 2022). É notável que as 

celulases microbianas extraídas do ambiente marinho demonstram uma maior estabilidade em 

várias condições adversas, como pH, temperatura e salinidade (Trivedi et al., 2016). No 

mercado global de enzimas, a celulase é a terceira enzima industrial mais importante 

(aproximadamente 15%), logo após a amilase (aproximadamente 25%) e a protease 
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(aproximadamente 18%) (Trivedi et al., 2016). Suas principais aplicações incluem as indústrias 

de combustíveis, papel e celulose, aromatizantes de alimentos, têxteis, farmacêutica, ração 

animal, detergentes, e tratamento de águas residuais (Bajaj e Mahajan, 2019). 

Foi isolada uma celulase halotolerante, denominada Bc22Cel, a partir de uma estirpe 

marinha de Bacillus SR22, que foi isolada de uma espécie de coral Siderastrea stellata na 

Paraíba, Brasil. Após o isolamento, a enzima Bc22Cel passou por etapas de purificação e 

caracterização. A enzima purificada apresentou uma massa de aproximadamente 37 kDa. Seu 

pH ótimo para atividade foi de 6,5, enquanto sua temperatura ótima foi de 60 °C. Notavelmente, 

a Bc22Cel demonstrou ser halofílica, mantendo mais de 70% de sua atividade mesmo após pré-

incubação com NaCl 1,5 M por 1 hora. Esses resultados sugerem que Bc22Cel é um promissor 

candidato para aplicações industriais, como a bioconversão do bagaço de cana-de-açúcar e seus 

derivados (dos Santos et al., 2018). 

Na pesquisa de Sankaralingam e outros (2018), foi feita a triagem enzimática das 

bactérias isoladas de sedimento marinho do litoral da Índia, através do meio Ágar 

Carboximetilcelulose. Após 72 horas de incubação, as culturas foram acrescidas com solução 

de vermelho Congo a 1,0% e deixadas em repouso por 20 minutos à temperatura ambiente. Em 

seguida, as placas foram cuidadosamente lavadas com solução de NaCl 1 M. Foi possível 

observar uma zona clara ao redor das colônias, sendo considerado indicador para atividade 

celulolítica. Portanto, a cepa com maior atividade celulolítica foi identificada através do 

sequenciamento do gene codificador do 16S rRNA, como Bacillus megatarium SSI. Em 

seguida, foi feita a purificação da enzima, a qual foi alcançada com rendimentos de 1,36, 4,6 e 

8,2 vezes durante a precipitação com sulfato, cromatografia de troca iônica e filtração em gel, 

respectivamente. Ademais, foram analisadas as condições ótimas de pH e temperatura para a 

atividade da celulase, que foram de 9,0 e 50°C, respectivamente. Os pesquisadores também 

analisaram a inibição do crescimento de fungos com uso da enzima purificada. Como resultado, 

a celulase inibiu o crescimento de fungos como Fusarium oxysporum, Aspergillus niger e 

Penicillium sp. Portanto, foi estabelecido que a celulase produzida pela bactéria marinha 

Bacillus megatarium SSI pode agir como um agente antifúngico. 

 

1.5.3. Carboxilesterases 

As carboxilesterases (CE) pertencem à superfamília de enzimas conhecida como 

esterases e lipases. Essas enzimas têm a capacidade de hidrolisar com eficácia uma ampla gama 

de compostos com diversidade estrutural que contêm um grupo funcional específico, incluindo 



33  

ésteres de ácidos carboxílicos, amidas e alguns tioésteres. Além de catalisar a hidrólise, algumas 

carboxilesterases também são responsáveis por catalisar reações de transesterificação. As 

carboxilesterases bacterianas de habitats com elevadas temperaturas, demonstram estabilidade 

térmica e tornaram-se enzimas interessantes para indústrias de formulações de detergentes, 

processamento de alimentos e farmacêutica. 

            Por isso, cada vez mais, aumentam-se os estudos com objetivo de identificar novas CEs 

e investigar suas propriedades fisiológicas e bioquímicas específicas (Johan et al., 2021). 

 

1.5.3.1 Lipase 

Lipases são hidrolases que decompõem triacilgliceróis em glicerol, diacilgliceróis, 

monogliceróis e ácidos graxos. Além disso, são capazes de realizar a transesterificação e a 

síntese de ésteres. São ativas contra substratos insolúveis em água, como triglicerídeos 

compostos por ácidos graxos de cadeia longa (Treichel et al., 2009; Lopes et al., 2023). Esse 

grupo de enzimas têm recebido bastante atenção recentemente, como indicado pelo crescente 

número de estudos sobre as lipases na literatura. Isso porque esse grupo de enzimas é 

amplamente utilizado em diversos processos importantes para as indústrias de alimentos, 

farmacêutica, couro, cosméticos, detergentes, laticínios, bebidas e biorremediação (Sarmah et 

al., 2018). O uso da lipase microbiana no mercado foi estimado em US$590,2 milhões em 2023 

(Chandra et al., 2020). As lipases são incorporadas aos detergentes por sua capacidade de 

remover manchas oleosas, como manteiga e vestígios de óleo, que se mostram resistentes à 

remoção em situações comuns de lavagem (Nerurkar et al, 2013). Diversas lipases de origem 

bacteriana marinha foram documentadas, apresentando propriedades únicas e notáveis, como 

tolerância ao sal, pH levemente ácido ou alcalino e temperatura reduzida (Navvabi et al. 2018). 

Uma lipase com atividade em baixas temperaturas, proveniente de Bacillus cereus HSS, 

isolada no Mar Mediterrâneo, Egito, foi purificada e suas propriedades foram analisadas. A 

purificação total, com base na atividade dessa enzima, atingiu 438,9 vezes, registrando uma 

atividade enzimática de 632 U/mg de proteína. A enzima purificada obteve um peso molecular 

estimado em 65 kDa, utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida e dodecil sulfato de sódio 

(SDS). As condições ótimas para a atividade lipolítica foram estabelecidas como: 1,5 mM de 

concentração de substrato, concentração de enzima de 100 μl, pH igual a 6 e temperatura de 

10℃. Além disso, foi analisada a influência do nível de salinidade, a qual a enzima demonstrou 

tolerância em concentrações de NaCl entre 1,5 e 4,5%. Para analisar uma possível aplicação 

dessa enzima, foi feito um teste com um pedaço de tecido de algodão branco, livre de sujidades, 



34  

sobre o qual foi acrescentado óleo de semente de algodão contendo 0,1% de corante vermelho 

Congo por 15 minutos. Em seguida, foi realizada a secagem do tecido durante 5 minutos a 80 

ºC, esse tecido seco foi cortado em pedaços e tratado com a lipase a 10 ºC por 30 minutos. Após 

o período de incubação, o tecido tratado com a enzima foi lavado, sem esfregar, por 2 minutos 

e secou naturalmente. O controle foi considerado o pedaço de tecido com os mesmos 

procedimentos, com exceção do acréscimo da lipase. Foi observado que essa lipase ativa em 

baixas temperaturas é uma potencial candidata para uso na remoção de mancha de óleo em 

tecido e tratamento de resíduos oleosos. (Hassan, Abd El Latif e Beltagy, 2021) 

Em busca de lipases que sejam ativas em temperaturas baixas, Guo e colaboradores 

(2021) investigaram estirpes bacterianas isoladas de sedimentos nas profundezas do mar. Para 

triagem de lipase, as bactérias foram cultivadas em placas contendo meio com 1% (v/v) Tween 

80. Uma nova cepa, denominada gcc21, exibiu alta atividade lipolítica, mesmo em temperaturas 

baixas como 4 °C. Por isso, foi feita a identificação da estirpe gcc21 e foi sugerida como uma 

nova espécie de Pseudomonas, com base em suas características fisiológicas, bioquímicas e 

genômicas, recebendo o nome de Pseudomonas marinensis. Foi realizada análise do genoma 

dessa cepa, o qual foram descobertos dois novos genes que codificam lipases ativas em frio 

(Lipase 1 e Lipase 2). Em seguida, esses genes foram clonados e superexpressos em células de 

E. coli, e as lipases correspondentes foram posteriormente purificadas e caracterizadas. A 

temperatura de 4 ºC foi ideal para atividades das duas enzimas, esse resultado é 

consideravelmente inferior à maioria das lipases ativas em frio já relatadas. No entanto, a 

atividade e a estabilidade da Lipase 2 mostraram-se superiores às da Lipase 1 em diferentes pHs 

e temperaturas. Além disso, a Lipase 2 provou ser mais resistente do que a Lipase 1 quando 

exposta a vários íons metálicos, detergentes, potenciais inibidores e solventes orgânicos. Esses 

resultados sugerem que as profundezas do mar representam uma fonte valiosa para a 

identificação de novas espécies bacterianas capazes de produzir enzimas ativas em frio com 

propriedades únicas (Guo et al.,2021). 

 

1.5.3.2 Esterase 

As esterases pertencem à família das hidrolases lipolíticas, desempenham um papel 

importante na hidrólise de ésteres "simples" e geralmente apenas triglicerídeos compostos por 

ácidos graxos mais curtos que seis carbonos e formação de ligações éster. Devido à sua alta 

especificidade, essas enzimas são vistas como biocatalisadores valiosos para a obtenção de 

compostos de alta pureza óptica em sínteses químicas refinadas. Dentre os microrganismos 
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marinhos que produzem esterase, destacam-se representantes dos gêneros Bacillus, 

Streptomyces, Pseudonocardia, Vibrio entre outros (Helistö e Korpela, 1998; Barzkar et al., 

2021; Lopes et al., 2023). As propriedades bioquímicas únicas das esterases, como ampla 

especificidade de substrato, não exigência específica de cofator e estabilidade em solventes 

orgânicos, as tornam catalisadores atrativos (Barzkar et al., 2021). Sendo assim, essas enzimas 

são amplamente utilizadas na síntese de biopolímeros e biodiesel, nas indústrias alimentícia, de 

detergentes, farmacêutica, cosméticos, têxteis, papel e biorremediação (Panda e Gowrishankar, 

2005; Barzkar et al., 2021). Por isso, cada vez mais, aumentam-se as pesquisas acerca do 

isolamento e seleção de microrganismos produtores de novas esterases (Barzkar et al., 2021). 

Nessa lógica, os ambientes marinhos têm despertado considerável interesse da indústria, 

devido à uma grande oportunidade para a descoberta de novas esterases produzidas por 

bactérias marinhas com as propriedades desses ambientes (temperatura, pH e presença de sal) 

e capacidade de produção em larga escala de forma econômica e fácil. Portanto, o número de 

esterases extremófilas com características únicas provenientes de microrganismos marinhos 

continua em constante crescimento (Barzkar et al., 2021). 

A esterase microbiana produzida pela estirpe identificada como Pseudomonas 

oryzihabitans HUP022, isolada do Oceano Pacífico, demonstrou uma tolerância notável à 

maioria dos solventes orgânicos, surfactantes e íons metálicos testados. Dessa forma, esse 

estudo sugere que essa enzima proveniente do mar profundo possui um enorme potencial para 

utilização nas indústrias químicas e farmacêuticas (Wang et al., 2016). 

Uma nova esterase ativa no frio foi descoberta por Rahman e colaboradores (2016). Essa 

enzima foi clonada a partir da bactéria marinha Zunongwangia profunda, isolada da água do 

mar em Fujian, China. A esterase foi superexpressa em E. coli BL21 (DE3) e purificada. Foi 

avaliada a influência da temperatura e pH na atividade enzimática, a qual apresentou atividade 

ideal em pH 8,0 e a 30°C, com ótima termoestabilidade e uma inativação acima de 60°C. 

Embora a enzima apresente 64% de semelhança com a esterase de Chryseobacterium sp. 

StRB126 (WP_045498424), a análise filogenética revelou que não possui semelhança com 

nenhuma das famílias estabelecidas de lipases/esterases, sugerindo que possa ser considerada 

como uma nova família. A elevada atividade em baixa temperatura e a estabilidade notável em 

solventes orgânicos e sais dessa nova família de esterase pode representar um novo 

biocatalisador, indicando seu enorme potencial para aplicações industriais. 
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1.5.4 Peptidase 

Peptidases são classificadas em endopeptidases (EC 3.4.21-99) que atuam em regiões 

internas dos peptídeos, e as exopeptidases (EC 3.4.11-19) que atuam nas extremidades. Dentre 

os microrganismos marinhos que produzem peptidases, destacam-se Streptomyces fungicidicus, 

certas espécies de Bacillus (Barzkar et al., 2018; Lopes et al., 2023).  Devido a essa capacidade, 

as peptidases têm relevância na indústria farmacêutica, de alimentos, laticínios, ração animal, 

processamento de couro, detergentes, entre outras. Além disso, as proteases contribuem para a 

degradação de substâncias proteicas provenientes de resíduos de diferentes atividades 

industriais e biológicas (Homaei, Lavajoo e Sariri, 2016). Um diferencial das proteases é a 

capacidade de reagir em altas temperaturas, permitindo uma maior concentração de substrato e 

diminuindo o risco de contaminação microbiana (Homaei, Lavajoo e Sariri, 2016). 

Conforme os estudos nessa área avançam, novas possibilidades emergem para aprimorar o 

uso de enzimas em diversos setores industriais. As peptidases marinhas apresentam uma 

resistência considerável em condições severas. Essa resistência é decorrente do metabolismo 

dos microrganismos adaptado ao habitat com condições extremas (Barzkar et al. 2018). 

Portanto, grande parte das proteases industriais, cerca de 65%, são obtidas de fontes 

microbianas marinhas, demonstrando resistência significativa a diversos solventes orgânicos e 

altas temperaturas. Essas características tornam as proteases mais versáteis e amplamente 

utilizadas na biotecnologia industrial (Homaei, Lavajoo e Sariri, 2016). 

Um estudo relata o isolamento de bactérias a partir de sedimento marinho em Koh Jan, 

na Tailândia, a profundidades entre 9 e 24 metros. Foi feito o rastreamento da produção da 

peptidase com base no halo claro em torno das colônias evidenciado no meio Skim Milk Ágar 

(ágar de leite desnatado). As estirpes que apresentaram maior proporção entre a área clara e o 

diâmetro da colônia foram escolhidas e submetidas a testes de atividade da protease utilizando 

azocaseína como substrato. A estirpe bacteriana que demonstrou a maior atividade da enzima 

após 24 horas foi selecionada para experimentos posteriores. A bactéria que se destacou foi 

identificada como Staphylococcus saprophyticus. Foram realizados testes para avaliar a 

atividade da enzima frente a diferentes condições. Observou-se que a protease foi ativa em pH 

alcalino e em uma faixa extensa de temperatura (10380 °C). Além disso, manteve a atividade e 

estabilidade notável a 60380 °C, em pH (3,0312,0), frente a inibidores e íons metálicos. A 

peptidase demonstrou estabilidade ao adicionar surfactantes (como o dodecil sulfato de sódio), 

agentes oxidantes (como H2O2), alvejantes (como zeólita) e solventes hidrofóbicos (como 

benzeno, hexanos e hexadecano). Em conclusão, as características dessa enzima ressaltam seu 
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potencial de aplicação em diversos setores industriais (Uttatree e Charoenpanicha, 2018). 

Em outro estudo foi descrita a caracterização detalhada de duas peptidases adaptadas ao 

frio, produzidas por Pseudoalteromonas issachenkonii P14M1-4 e Flavobacterium frigidimaris 

ANT34-7, isoladas na Ilha do Rei George, Antártida. Foi efetuada a análise comparativa dessas 

duas enzimas com peptidases produzidas por bactérias não adaptadas ao frio, como Bacillus 

licheniformis e Geobacillus stearothermophilus. Para a purificação e caracterização das 

peptidases, as condições ideais de temperatura de crescimento foram determinadas. Foi 

identificado que a enzima de P. issachenkonii P14M1-4 tem peso molecular de 40- 43 kDa, 

enquanto a peptidase de F. frigidimaris ANT34-7 tem 28 kDa. Os autores observaram que 

ambas as peptidases apresentaram adaptabilidade a diferentes condições de temperatura e pH, 

apresentando atividade ótima em temperaturas entre 35 °C e 40 °C e em pH neutro a alcalino. 

Foram classificadas como enzimas adaptadas ao frio, pois apresentaram as energias de ativação, 

constantes catalíticas e capacidades de crescimento em diferentes temperaturas. Dessa forma, 

os pesquisadores concluíram que as características exibidas de alta atividade em baixas 

temperaturas pelas peptidases do estudo, sugerem um grande potencial para aplicações 

biotecnológicas. Além disso, relataram que essa é a primeira caracterização de uma protease 

adaptada ao frio produzida por F. frigidimaris (Peralta-Figueroa et al., 2021). 

1.6 Enzimas do microbioma de esponjas 

Embora as esponjas marinhas sejam consideradas organismos marinhos de notável 

simplicidade, são verdadeiros "complexos químicos" (Ruocco et al., 2017). Isso porque os 

poríferos abrigam uma complexa comunidade simbiótica com uma ampla capacidade de 

produção de compostos secundários. Essas interações são essenciais, visto que a síntese desses 

compostos bioativos apresenta um papel de defesa química do hospedeiro, competição por 

espaço nos ambientes marinhos e adaptação aos estresses biológicos e ambientais. Dessa 

maneira, os simbiontes das esponjas são reconhecidos por serem responsáveis pelo 

metabolismo e crescimento do hospedeiro, visto que, durante o processo de filtração do 

hospedeiro, o microbioma das esponjas possui acesso a uma vasta quantidade de matéria 

orgânica. Como resultado, esses microrganismos associados geram diferentes exoenzimas para 

converter essa matéria orgânica em nutrientes para o hospedeiro e até para outros organismos 

que residem nas proximidades da esponja (Santos-Gandelman et al., 2014; de Oliveira et al., 

2020). Em razão disso, a microbiota associada à esponjas pode representar fontes significativas 

de novos bioprodutos de relevância industrial (de Oliveira et al., 2022). 

O vasto conjunto de enzimas encontradas nas comunidades microbianas que residem no 
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holobionte das esponjas desperta interesse devido às suas características adaptáveis ao ambiente 

marinho, como a capacidade de tolerar diferentes salinidades, pH e temperatura, atributos 

altamente valorizados em diversas aplicações industriais (de Oliveira et al., 2020; de Oliveira 

et al., 2022). Em relação aos biocatalisadores industriais provenientes do microbioma das 

esponjas, a classe de enzimas hidrolíticas é a mais extensivamente investigada, seguida pelas 

enzimas oxidoredutases. Dentro do grupo das hidrolases, as glicosídeo hidrolases (GHs) e as 

carboxilesterases correspondem cerca de 63% dos estudos, seguidas pelas peptidases (18%) e 

pesquisas que identificaram múltiplas atividades exoenzimáticas (12%), principalmente por 

meio de triagens em meio sólido (de Oliveira et al., 2020). O filo Pseudomonodota abriga os 

principais produtores bacterianos, predominantemente da classe Gammaproteobacteria, 

seguido pelo filo Actinomycetota, no qual a maioria pertence ao gênero Streptomyces, e pelo 

filo Bacilota, todos pertencentes à família Bacillaceae. Em relação aos fungos, a classe 

Ascomycota é a mais prevalente, envolvendo principalmente os gêneros Aspergillus, 

Cladosporium, Cadophora e Penicillium. Já em relação às Archaea, a maioria pertence ao filo 

Euryarchaeota (Malik e Furtado, 2019 a, b; Gaonkar e Furtado, 2018, 2020), seguido pelo filo 

Thaumarchaeota (Schleper et al., 1997). 

Além disso, o surgimento da "biotecnologia azul" tem impulsionado maior interesse nos 

compostos naturais provenientes do ambiente marinho, incluindo as enzimas, que são altamente 

valorizadas (Zhang e Kim, 2010; Oliveira et al., 2020), assim como o crescente envolvimento 

comercial no mercado global de biotecnologia marinha, cuja projeção é de alcançar 6,64 bilhões 

de euros até 2026, com taxa de crescimento anual de 8,7% no período de 2021 a 2026 

(Schneider et al., 2022). Desse modo, as bactérias associadas às esponjas marinhas constituem 

uma fonte promissora com características singulares de produção enzimática, as quais tornam 

o processo industrial mais sustentável e econômico (Zhang e Kim, 2010; de Oliveira et al., 

2020, de Oliveira et al., 2022). Isso porque a maioria dos processos industriais necessita de 

extremos de pH, temperaturas e salinidade. Com isso, há um notável aumento no interesse pelas 

"enzimas extremas" ou "extremoenzimas", que proporcionam métodos com menor consumo de 

energia (Dalmaso, Ferreira e Vermelho, 2015). No entanto, a investigação das enzimas 

produzidas pelo microbioma de esponjas ainda está em estágio inicial, apesar de terem sido 

identificados como fontes ricas de diversos biocatalisadores com potencial aplicação em setores 

como biorrefinaria, alimentação, detergentes e tratamento de efluentes (de Oliveira et al., 2020; 

de Oliveira et al., 2022). Portanto, é fundamental investir em pesquisas voltadas para a 

exploração desse potencial biotecnológico, considerando a diversidade de aplicações industriais 
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que essas enzimas do microbioma de esponjas podem ter (Oliveira et al., 2020; Karthik e Li, 

2019). 

1.7 Esponjas do gênero Oscarella em Cabo Frio (RJ, Brasil) e na França 

Em fevereiro de 2013, onze espécimes de esponjas marinhas do gênero Oscarella foram 

coletados a 5 a 10 m de profundidade por mergulho, com as águas na faixa de temperatura de 

15 a 18°C, na Ilha de Pargos e na Ilha Comprida, localizadas no litoral de Cabo Frio (Rio de 

Janeiro, Brasil) (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Registro da coleta de esponjas do gênero Oscarella realizada em Cabo Frio, (RJ, Brasil). (A) Local da 
coleta em fevereiro de 2013: Ilha de Pargos, localizada no litoral de Cabo Frio (Fonte: Google Maps, adaptado). 
(B) Oscarella spp., uma das amostras de esponjas marinhas, tombada sob o código MNRJ16475 (Foto cedida pelo 
Dr. Philippe Willenz, Université Libre de Bruxelles, Bélgica). 

Em setembro de 2013, o presente grupo de pesquisa também participou de outra 

expedição de coleta de esponjas em cavernas submarinas da Ilha Maire, em uma profundidade 

de 10 a 13 m, no litoral da cidade de Marselha (França). Assim, amostras de três espécies de 

esponjas deste gênero foram analisadas nesse estudo, Oscarella balibaloi (Figura 4), Oscarella 

lobularis e Oscarella tuberculata foram coletadas nessa expedição. 
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Figura 4: Registro da coleta de esponjas do gênero Oscarella realizada em Marselha (França). (A) Local da coleta 
em setembro de 2013: caverna submarina da Ilha Maire (Fonte: Google Maps, adaptado). (B) Oscarella balibaloi, 
uma das espécies de esponja coletada em cavernas no litoral de Marselha (Foto cedida pelo Dr. Alexander 
Ereskovsky, Institute Méditerranéen de Biodiversité et d’Écologie Marine et Continentale, França). 

 

As amostras de esponjas marinhas foram processadas em condições assépticas e a partir 

do sobrenadante resultante, foram feitas diluições em série de 10 vezes em meio ágar BHI. As 

unidades formadoras de colônias (UFC) foram selecionadas e foram identificadas por meio da 

análise da sequência do gene codificador do 16S rRNA (Laport et al. 2017). Essas estirpes 

foram reativadas para a pesquisa desse trabalho. 

 

Tabela 1: Bactérias isoladas de espécimes de Oscarella spp. coletados na Ilha de Pargos e na Ilha Comprida,em 
Cabo Frio (Rio de Janeiro, Brasil). 
 

Voucher 
Esponja 

 
Local da coleta 

 
Estirpe 

 
Identificação 
 molecular* 

MNRJ 16474 Ilha Comprida  74-6B Bacillus sp. 

MNRJ 16474 Ilha Comprida  74-13B Photobacterium damselae 

MNRJ 16476 Ilha de Pargos  76-6B Exiguobacterium sp. 

MNRJ 16476 Ilha de Pargos  76-11B Exiguobacterium sp. 

MNRJ 16476 Ilha de Pargos  76-28B Sem identificação 

MNRJ 16477 Ilha de Pargos  77-5B Bacillus sp. 



41  

MNRJ 16477 Ilha de Pargos  77-8B Bacillus sp. 

MNRJ 16477 Ilha de Pargos  77-11B Acinetobacter johnsonii 

MNRJ 16477 Ilha de Pargos  77-19B Shewanella sp. 

MNRJ 16477 Ilha de Pargos  77-20B Acinetobacter johnsonii 

MNRJ 16477 Ilha de Pargos  77-23B Acinetobacter johnsonii 

MNRJ 16478 Ilha de Pargos  78-1B Acinetobacter sp. 

MNRJ 16478 Ilha de Pargos  78-2B Acinetobacter sp. 

MNRJ 16478 Ilha de Pargos  78-3B Vibrio sp. 

MNRJ 16478 Ilha de Pargos  78-4B Sem identificação 

MNRJ 16478 Ilha de Pargos  78-5B Sem identificação 

MNRJ 16478 Ilha de Pargos  78-7B Sem identificação 

MNRJ 16479 Ilha de Pargos  79-3B Vibrio sp. 

MNRJ 16479 Ilha de Pargos  79-10B Vibrio sp. 

MNRJ 16480 Ilha de Pargos  80-1B Vibrio sp. 

MNRJ 16480 Ilha de Pargos  80-2B Shewanella sp. 

MNRJ 16480 Ilha de Pargos  80-7B Shewanella sp. 

MNRJ 16480 Ilha de Pargos  80-10B Vibrio sp. 

MNRJ 16480 Ilha de Pargos  80-18B Sem identificação 

MNRJ 16481 Ilha de Pargos  81-4B Vibrio sp. 

MNRJ 16481 Ilha de Pargos  81-5B Shewanella sp. 

MNRJ 16481 Ilha de Pargos  81-6B Vibrio sp. 

MNRJ 16483 Ilha de Pargos  83-2B Vibrio sp. 

MNRJ 16483 Ilha de Pargos  83-3B Enterococcus sp. 

MNRJ 16483 Ilha de Pargos  83-14B Sem identificação 
 

MNRJ 16479 Ilha de Pargos  79-4B Sem identificação 

MNRJ 16483 Ilha de Pargos  83-4B Sem identificação 

MNRJ 16483 Ilha de Pargos  83-5B Vibrio sp. 

MNRJ 16483 Ilha de Pargos  83-6B Sem identificação 

MNRJ 16483 Ilha de Pargos  83-7B Enterobacter sp. 

MNRJ 16483 Ilha de Pargos  83-8B Vibrio sp. 

MNRJ 16483 Ilha de Pargos  83-9B Vibrio sp. 

MNRJ 16483 Ilha de Pargos  83-11B Vibrio sp. 

MNRJ 16483 Ilha de Pargos  83-13B Sem identificação 
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MNRJ 16484 Ilha de Pargos  84-2B Citrobacter sp. 

MNRJ 16484 Ilha de Pargos  84-3B Sem identificação 

MNRJ 16484 Ilha de Pargos  84-4B Sem identificação 

MNRJ 16484 Ilha de Pargos  84-5B Vibrio sp. 
* Afiliação taxonômica por análise das sequências do gene rrs (16S rRNA). 
 
 
Tabela 2: Bactérias isoladas de espécimes de Oscarella spp. coletadas na Ilha Maire, Marselha (França) 

. 

Voucher                
esponja 

    
   Estirpe 

Identificação por sequenciamento 
 do gene rrs (16S rRNA) 

 
Oscarella 

balibaloi 

 
Ob1B1 

 
Aeromonas 

 
Oscarella 
balibaloi 

 
Ob1B2 

 
Citrobacter 

 
Oscarella 

balibaloi 

 
Ob1B4 

 
Raoultella 

 
Oscarella 
balibaloi 

 
Ob1B6 

 
Pseudomonas 

 
Oscarella 

balibaloi 

 
Ob1B8 

 
Aeromonas 

 
Oscarella 
balibaloi 

 
Ob1B9 

 
Enterobacter 

 
Oscarella 

lobularis 

 
Ol1B1 

 
Citrobacter 

 
Oscarella 

lobularis 

 
Ol1B2 

 
Enterobacter 

 
Oscarella 

lobularis 

 
Ol1B3 

 
Citrobacter 

 
Oscarella 
lobularis 

 
Ol1B5 

 
Acinetobacter 

 
Oscarella 

lobularis 

 
Ol1B6 

 
Aeromonas 

 
Oscarella 
lobularis 

 
Ol1B7 

 
Vibrio 
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Oscarella 

lobularis 

 
Ol1B10 

 
Sem identificação 

 
 

Oscarella 
lobularis 

 
Ol1B13 

 
Providencia 

 
Oscarella 

lobularis 

 
Ol1B14 

 
Vibrio 

 
Oscarella 
lobularis 

 
Ol2B1 

 
Thermoanaerobacter 

 
Oscarella 

lobularis 

 
Ol2B2 

 
Escherichia-Shigella 

 
Oscarella 
lobularis 

 
Ol2B5 

 
Aeromonas 

 
Oscarella 

lobularis 

 
Ol2B6 

 
Sem identificação 

 
Oscarella 
lobularis 

 
Ol2B7 

 
Citrobacter 

 
Oscarella 

lobularis 

 
Ol2B8 

 
Providencia 

 
Oscarella 
lobularis 

 
Ol2B10 

 
Enterococcus 

 
Oscarella 

lobularis 

 
Ol2B11 

 
Enterococcus 

 
Oscarella 
lobularis 

 
Ol2B12 

 
Escherichia-Shigella 

 
Oscarella 

lobularis 

 
Ol3B3 

 
Sem identificação 

 
Oscarella 
lobularis 

 
Ol3B4 

 
Citrobacter 

 
Oscarella 

lobularis 

 
Ol3B5 

 
Citrobacter 
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2 JUSTIFICATIVA 

O crescente interesse pelos microrganismos associados às esponjas deve-se à sua 

capacidade de sintetizar uma vasta gama de metabólitos bioativos com uma diversidade de 

potencialidades biotecnológicas, incluindo substâncias antimicrobianas, biossurfactantes, 

bioemulsificantes e enzimas. Estes compostos são especialmente valiosos por suas possíveis 

aplicações em diversas indústrias, como farmacêutica, química, têxtil e alimentícia (Laport, 

Santos e Muricy, 2009; Santos-Gandelman et al., 2014; Zhang e Kim, 2010; de Oliveira et al., 

2020; Freitas-Silva et al., 2022). Em particular, as enzimas estudadas a partir do microbioma 

de esponjas se notabilizam por apresentarem propriedades de adaptação ao habitat que as 

tornam promissoras para emprego nas condições industriais extremas (de Oliveira et al., 2020). 

Apesar dos estudos sobre os potenciais biocatalisadores industriais produzidos pela 

microbiota de esponjas Oscarella serem ainda incipientes, há altas chances de encontrar novas 

moléculas, tornando extremamente relevante e promissor o investimento em pesquisas focadas 

na exploração do holobionte porífero na frente biotecnológica (de Oliveira et al., 2020). 

Trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa evidenciaram algumas das suas capacidades 

biotecnológicas (Laport et al., 2017; Freitas-Silva et al., 2022; Oliveira et al., 2022). No 

entanto, o presente trabalho, por sua vez, inova ao analisar a produção enzimática pelo 

microbioma de esponjas Oscarella coletadas em três locais distintos, incluindo ambientes 

cavernícolas. 

 

3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 
 

Analisar a produção de enzimas por bactérias isoladas de esponjas marinhas do gênero 

Oscarella coletadas no litoral de Cabo Frio (Rio de Janeiro, Brasil), em cavernas submarinas 

do litoral de Marselha (França) e do Arquipélago de Fernando de Noronha (Pernambuco, 

Brasil). 

 

3.2      Objetivos específicos 

a. Reativar as bactérias isoladas de esponjas marinhas do gênero Oscarella coletadas 

previamente em expedições realizadas em Cabo Frio (Brasil) e Marselha (França); 

b. Isolar as bactérias associadas às esponjas marinhas cavernícolas do gênero Oscarella 
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coletadas da Ilha do Meio e Ponta da Sapata do Arquipélago de Fernando de Noronha 

(Pernambuco, Brasil); 

c.  Identificar as bactérias isoladas dos espécimes de  Oscarella spp. coletados no 

Arquipélago de Fernando de Noronha; 

d. Realizar a triagem da  atividade de enzimas (amilase, agarase, alginato-liase, 

celulase, lipase, esterase e peptidase) com aplicações relevantes em biotecnologia das bactérias 

isoladas das esponjas do gênero Oscarella coletadas em diferentes locais; 

e. Realizar uma análise comparativa da atividade enzimática das bactérias de esponjas 

do gênero Oscarella coletadas em diferentes locais. 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Reativação das bactérias isoladas de esponjas marinhas Oscarella spp. coletadas em 

2013 em Cabo Frio (Brasil) e Marselha (França) 

As estirpes bacterianas selecionadas de esponjas do gênero Oscarella, coletadas em 

Cabo Frio (Tabela 1), e estirpes bacterianas selecionadas a partir de bactérias isoladas de 

Oscarella spp. de Marselha anteriormente pelo grupo de pesquisa foram reativadas em seus 

respectivos meios de cultura usados para o estoque (BHI, do inglês, <Brain Heart Infusion=). 

Após o crescimento bacteriano com monitoramento diário em um período de 24 h a 96 h a 25 

ºC, as culturas das estirpes bacterianas foram testadas para a detecção primária da produção de 

diferentes enzimas em meios sólidos específicos de triagem enzimática, conforme detalhado no 

item 4.5. 

 

4.2 Coleta de esponjas do gênero Oscarella de cavernas submarinas do Arquipélago de 

Fernando de Noronha (PE, Brasil) 

O presente grupo de pesquisa, em colaboração com o Prof. Dr. Guilherme Muricy, 

coordenador do Laboratório de Biologia de Porifera do Museu Nacional (MN) da UFRJ, 

realizaram em 2022 duas expedições de coletas de espécimes de esponjas do gênero Oscarella 

nas cavernas da Ilha do Meio com 11,8 metros de profundidade e Ponta da Sapata com 15,6 

metros, no Arquipélago de Fernando de Noronha (Pernambuco, Brasil). A temperatura da água 

em ambos os locais era de aproximadamente 28 ºC. Foram coletados seis espécimes de 

Oscarella spp. (MNRJ 24336, UFRJPOR 9137, UFRJPOR 9160, MNRJ 24275 (1), MNRJ 

24275 (2) e MNRJ 24279) em maio de 2022 e cinco espécimes (MNRJ 29328, MNRJ 29329, 
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MNRJ 29257, MNRJ 29270 e MNRJ 29284) em novembro de 2022 (Figura 5). 

 

 

 

 

Figura 5: Região de coleta de esponjas do gênero Oscarella realizada no Arquipélago de Fernando de Noronha 
(PE, Brasil). (A) Local da coleta: caverna submarinha da Ilha do Meio (Fonte: Google Maps, adaptado). (B) 
Oscarella spp., um dos espécimes de esponja coletada na caverna da Ilha do Meio, em nov/2022, tombada sob o 
código MNRJ 29329 (Foto cedida pelo Prof. Dr. Guilherme Muricy, MN-UFRJ). 

 

4.3 Isolamento das bactérias associadas às esponjas do gênero Oscarella coletadas no 

Arquipélago de Fernando de Noronha 

As amostras de esponjas foram mantidas em água do mar artificial (ASW, do inglês, 

<artificial seawater=) estéril sob refrigeração até a chegada ao Laboratório de Bacteriologia 

Molecular e Marinha no Departamento de Microbiologia Médica, do Instituto de Microbiologia 

Paulo de Góes da UFRJ. Assim, todas as amostras foram maceradas em condições assépticas 

com auxílio de um bastão de vidro e a partir do extrato resultante do macerado, foram 

preparadas diluições seriadas (10-3 a 10-5) as quais foram semeadas em diferentes meios de 

cultura adicionados de 1,5% de ágar bacteriológico: BHI, BHI diluído 1:10, Marine, Marine 

diluído 1:10, Meio Mineral Mínimo (com intuito de isolar bactérias produtoras de agarase) e 

Meio Mineral Mínimo suplementado com alginato de sódio (com objetivo de isolar bactérias 

produtoras de alginato-liase). Na fase de isolamento, todos os meios foram suplementados com 

anfotericina B (Sigma-Aldrich) (1,0 μg/mL) para inibição do crescimento fúngico. As placas 

semeadas foram incubadas à 25 °C e após 24 h a 72 h, as unidades formadoras de colônias 

(UFCs) foram selecionadas de acordo com as características morfológicas, sendo purificadas e 

cultivadas no caldo BHI ou Marine. Após o crescimento bacteriano no respectivo caldo do meio 
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original de isolamento, todas as estirpes purificadas foram estocadas no mesmo meio de 

crescimento adicionado de glicerol a 20% (v/v), e mantidas na bacterioteca do laboratório a -

20 ºC. Os morfotipos bacterianos isolados receberam uma nomenclatura por meio de uma sigla 

que consiste nos dois últimos algarismos do voucher da esponja marinha da qual foi isolada, as 

iniciais do meio em que foi feito o isolamento bacteriano e a ordem de isolamento da UFC. 

4.4      Identificação das bactérias isoladas de Oscarella spp. coletadas no Arquipélago de 

Fernando de Noronha 

As bactérias isoladas das amostras de esponjas do gênero Oscarella coletadas no 

Arquipélago de Fernando de Noronha foram identificadas em uma primeira etapa por 

espectrometria de massas por ionização e dessorção a laser assistida por matriz (MALDI-TOF 

MS, do inglês, <Matrix Associated Laser Desorption-Ionization – Time of Flight Mass 

Spectrometry”). As culturas puras foram reativadas e cada estirpe foi semeada por esgotamento 

nos meios sólidos, seguido de incubação por 24 h a 25 °C. Em seguida, as estirpes foram 

transferidas com auxílio de uma haste de madeira estéril para a área delimitada da placa metálica 

de MALDI-TOF MS. Posteriormente, adicionou-se 1,0 µL de ácido fórmico em cada área e, 

após secagem, foram adicionados 1,5 µL de matriz específica (ácido α-ciano-4-

hidroxicinâmico). As placas com as amostras bacterianas preparadas foram encaminhadas para 

leitura no espectrômetro de massas (Bruker Daltonics). Dessa forma, a identificação das 

bactérias foi realizada de acordo com os valores de scores obtidos após passagem pelo 

espectrômetro de massas, relacionados à comparação e porcentagem de similaridade com o 

espectro de massa específico gerado e espectros pertencentes a cepas bacterianas de referência 

em um banco de dados integrado ao espectrômetro: ≥ 2,300, indicado para confiança no nível 

de espécie; 2,29932,000, para o nível de gênero e provavelmente para espécie; 1,70031,999, 

apenas para gênero; e < 1,699 considerados não confiáveis para identificação (Seng et al., 2009; 

de Oliveira et al., 2019). 

4.5 Padronização do meio de triagem de alginato-liase 

Inicialmente, a padronização do meio de triagem para alginato-liase foi conduzida com 

base em uma revisão de literatura, visando identificar as metodologias mais eficazes já 

utilizadas. Com isso, optou-se pelo meio de cultura descrito por Nakamura (1987), 

considerando-o como um ponto de partida para os experimentos, cujo a composição 

originalmente foi de 1% de alginato de sódio, 0,003% de bromotimol azul e 1,5% de ágar. No 

entanto, durante os testes iniciais, observou-se que as bactérias isoladas de esponjas do gênero 

Oscarella não demonstravam crescimento neste meio. Diante disso, foi realizada uma 
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modificação na formulação do meio, adicionando 0,05% de peptona como uma fonte de 

nutrientes adicional. A interpretação do ensaio era realizada visualmente, conforme descrito 

pelo artigo, observando-se a formação de um halo azul ao redor da colônia bacteriana. O meio 

apresentava uma coloração verde, e a mudança de pH resultante da atividade de alginato-liase 

provocava a formação desse halo azul ao redor da colônia, indicando a capacidade das bactérias 

de degradar o alginato. 

4.6 Triagem da produção de enzimas de interesse biotecnológico 

As estirpes bacterianas isoladas de esponjas marinhas foram testadas para detecção da 

produção de diferentes enzimas, conforme apresentado a seguir. Alíquotas de 5,0 µL das 

culturas crescidas a 25 °C em caldo BHI ou Marine foram semeadas em meios de triagem 

específicos para as respectivas enzimas (Anexo 1). Para as bactérias isoladas no meio BHI e 

BHI diluído, foram utilizados os seguintes meios: Meio LB suplementado de amido para avaliar 

atividade de amilase; Ágar Carboximetilcelulose (CMC) para celulase (Kasana et al., 2008); 

Meio Sierra acrescido de Tween 80 ou de Tween 20 para lipase e esterase, respectivamente 

(Sierra, 1957); Ágar Leite Desnatado (Atlas, 2010) para peptidase. Ainda foram testados dois 

meios de triagem para a atividade agarolítica e alginolítica: Meio Mineral Mínimo (Thomas et 

al., 2011) e Meio Hu para agarase (Hu et al., 2009), Meio Mineral Mínimo suplementado de 

alginato de sódio e Meio com alginato e azul de bromotimol como indicador para alginato-liase 

(Nakamura, 1987) (Figura 6). Para as estirpes isoladas em Marine, Marine 1:10 e Meio Mineral 

Mínimo, a triagem enzimática foi feita com adição de ASW no preparo dos meios sólidos.  

 

     Figura 6: Perfil da composição de meios contendo substratos específicos para a detecção de atividade 
enzimática de bactérias isoladas de esponjas do gênero Oscarella. Representação de resultados positivos de 
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atividade enzimática para as sete enzimas avaliadas 4 amilase, agarase, alginato-liase, celulase, lipase, esterase e 
peptidase 4 em meios de cultura específicos desenhados para cada teste. 

Após 24-72h de incubação a 25°C, as leituras dos resultados foram conduzidas 

especificamente para cada meio de triagem, pela observação da presença de uma zona de 

hidrólise ou precipitação dos subprodutos da reação ao redor do crescimento bacteriano. Por 

fim, o Índice Enzimático (IE) foi calculado pela razão entre o diâmetro de hidrólise e o diâmetro 

do crescimento bacteriano com mensuração em milímetros (mm). Foi considerado um potencial 

produtor da exoenzima sendo aquele com o valor de IE ≥ 2,0 (Hankin e Anagnostakis, 1975). 

Os ensaios de triagem foram conduzidos em triplicata para as estirpes que exibiram um valor 

de IE ≥ 2,0. 

4.7 Análise comparativa da atividade enzimática das bactérias de esponjas coletadas em 

diferentes locais 

O presente estudo propôs uma investigação comparativa da atividade enzimática das 

bactérias associadas a esponjas do gênero Oscarella, coletadas em locais com características 

ambientais diversificadas. As amostras foram obtidas tanto de ambientes de cavernas 

submarinas na Ilha de Maire, na França, na Ilha do Meio e na Ponta da Sapata em Fernando de 

Noronha, quanto de ambientes não cavernosos como Cabo Frio, na Ilha Comprida e na Ilha de 

Pargos. Buscou-se estabelecer conexões entre as condições ambientais e atividade enzimática 

das bactérias isoladas de esponjas Oscarella, permitindo avaliar o perfil adaptativo nas 

potenciais funções metabólicas das comunidades bacterianas cultiváveis. Por exemplo, foi 

analisado como a disponibilidade de nutrientes e os impactos antropogênicos podem influenciar 

a atividade enzimática de bactérias associadas a esponjas marinhas. Além disso, avaliou-se, por 

exemplo, se a diversidade e a abundância de gêneros bacterianos variavam de acordo com os 

diferentes ambientes de coleta e as condições ambientais registradas. Em particular, a atividade 

enzimática de cada gênero bacteriano foi comparada entre os locais, visando identificar padrões 

adaptativos específicos ao contexto ambiental de cada região coletada. A Figura 7 apresenta o 

esquema utilizado para visualizar as variáveis analisadas e suas inter-relações. Este diagrama 

foi fundamental para orientar a coleta de dados e a subsequente análise comparativa, permitindo 

uma avaliação detalhada para auxiliar na identificação de padrões e na formulação de hipóteses 

sobre as estratégias adaptativas das comunidades bacterianas estudadas nessas esponjas 

Homoscleromorpha.  
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Figura 7: Diagrama de rede representando análise feita sobre as relações entre as esponjas do gênero Oscarella, 
os fatores ambientais, locais de coleta, gêneros bacterianos isolados e as respectivas atividades enzimáticas. 

 

5 RESULTADOS 

5.1 Reativação das bactérias isoladas de esponjas marinhas Oscarella spp. coletadas em 

2013 em Cabo Frio (Brasil) e Marselha (França) 

A partir de 126 bactérias isoladas de esponjas do gênero Oscarella, coletadas em Cabo Frio, 

um total de 43 estirpes bacterianas foram reativadas (Tabela 1). Em relação às 31 estirpes 

isoladas de Oscarella spp. coletadas no litoral de Marselha, 27 estirpes foram reativadas (Tabela 

2).  

 

5.2  Isolamento das bactérias associadas às esponjas Oscarella spp. coletadas no 

Arquipélago de Fernando de Noronha 

Dos seis espécimes pertencentes ao gênero Oscarella coletadas em maio de 2022, foram 

isoladas 128 bactérias. Sendo 24 amostras isoladas no meio BHI, 28 no BHI diluído, 24 no meio 

Marine, 26 bactérias no Marine diluído, 13 no Meio Mineral Mínimo e 13 no Meio Mineral 

Mínimo acrescido de alginato de sódio (Tabela 3). Em relação à expedição de novembro de 

2022, foi possível isolar um total de 116 bactérias dos cinco espécimes de esponjas do gênero 

Oscarella. Especificamente, foram isoladas 22 amostras bacterianas a partir do meio BHI, 4 
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estirpes no BHI 1:10, 22 amostras no meio Marine, 14 no meio Marine diluído, 30 no Meio 

Mineral Mínimo e 24 no Meio Mineral Mínimo acrescido de alginato de sódio (Tabela 4). 

Tabela 3: Relação das amostras de esponjas Oscarella coletadas no Arquipélago de Fernando de Noronha em 
maio de 2022  e número total  de bactérias isoladas por meio de cultura. 

Amostra de 
esponja 

BH
I  

BHI 
diluído 

1:10 
Marine 

Marine 
diluído 

1:10 

Mineral 
Mínimo 

Mineral 
Mínimo + 
alginato 

Total 

MNRJ 
24336  4 6 4 4 4 4 26 

UFRJPOR 
9137  4  4  4  4 0 1 17 

UFRJPOR 
9160 

 4  4  4  4  4  4 
24 

MNRJ 
24275 (1) 

 4  4  4  4 
0 0 16 

MNRJ 
24275 (2) 

 4  4  4  4 
1 0 17 

MNRJ 24279 4 6 4 6 4 4 28 

Total 24 28 24 26 13 13 128 

Tabela 4: Relação das amostras de esponjas Oscarella coletadas no Arquipélago de Fernando de Noronha 
em maio de 2022 e número total  de bactérias isoladas por meio de cultura. 

Amostra de 
esponja BHI  

BHI 
diluído 

1:10 
Marine 

Marine 
diluído 

1:10 

Mineral 
Mínimo 

Mineral 
Mínimo + 
alginato 

Total 

MNRJ 29328 4  0 4 2 6 4 20 

MNRJ 29329 4 0  4 2 4 6 20 

MNRJ 29357 6 2 6 4 6 6 30 

MNRJ 29270 4  1 4 2 6 4 21 

MNRJ 24284 4 1 4 4 8 4 25 

Total 22 4 22 14 30 24 116 

 

 

5.3 Identificação das bactérias isoladas de esponjas Oscarella spp. coletadas no 

Arquipélago de Fernando de Noronha 

Como resultado da identificação por MALDI-TOF MS das 128 bactérias isoladas de 

esponjas Oscarella na expedição de maio, destaca-se a predominância da espécie Acinetobacter 

venetianus, abrangendo 20,3% (n = 26) das estirpes. Seguido por Vibrio alginolyticus com 
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10,1% (n = 13) das estirpes identificadas (Figura 8). Entretanto, foi possível observar que a 

maioria das estirpes isoladas, totalizando 57,8% (n = 74), não pôde ser identificada por 

espectrometria de massas. Essa limitação na identificação é, em grande parte, atribuída às 

características do banco de dados utilizado pelo MALDI-TOF MS alimentado com espectros 

de bactérias de relevância médico-clínica e veterinária. Consequentemente, a falta de banco de 

dados para amostras ambientais impossibilita, muitas vezes, a identificação de bactérias de 

origem não-clínica e métodos moleculares de identificação devem ser realizados, como o 

sequenciamento do gene rrs (16S rRNA). 

 

     Figura 8: Identificação por MALDI-TOF MS das bactérias isoladas de esponjas cavernícolas do gênero 
Oscarella durante a expedição de maio de 2022 no Arquipélago de Fernando de Noronha: 20,3% (n = 26) 
identificadas como Acinetobacter venetianus (20,3%), 10,1% (n = 13) como Vibrio alginolyticus, 0,7% (n = 1) 
como Acinetobacter bereziniae, 1,5% (n = 2) como Bacillus thuringiensis, 2,3% (n = 3) como Pseudomonas 

putida, 0,7% (n = 1) como Bacillus megaterium, 0,7% (n = 1) como Morganella morganii (0,8%), 0,7% (n = 1) 
como Vibrio harveyi, 0,7% (n = 1) como Pseudomonas monteilii, 2,3% (n = 3) como Pseudomonas mendocina, 
0,7% (n = 1) como Bacillus circulans. 

 

Ao realizar a identificação através do MALDI-TOF MS das 116 bactérias isoladas de 

esponjas do gênero Oscarella da coleta realizada em novembro no Arquipélago de Fernando 

de Noronha, diversas espécies foram identificadas, com uma dominância do gênero Vibrio. A 

mais recorrente foi Vibrio harveyi, detectada em 29,3% (n = 34) das estirpes, seguido de Vibrio 

alginolyticus com 18,9% (n = 22), Vibrio fortis com 4,3% (n = 5) e Vibrio pelagius com 2,5% 

(n = 3). Também foi possível identificar 2,5% (n = 3) como Alteromonas macleodii e 0,8% (n 

= 1) como Bacillus pumilus (Figura 9). No entanto, 41,3% (n = 48) das estirpes bacterianas não 
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foram identificadas, devido à limitação supracitada no banco de dados do equipamento. 

 

     Figura 9: Identificação por MALDI-TOF MS das bactérias isoladas de esponjas cavernícolas do gênero 
Oscarella durante a expedição de novembro de 2022 no Arquipélago de Fernando de Noronha. 18,9% (n = 22) 
identificadas como Vibrio alginolyticus, 29,31% (n = 34) como Vibrio harveyi, 0,86% (n = 1) como Bacillus 

pumilus, 4,31% (n = 5) como Vibrio fortis, 2,59% (n = 3) como Vibrio pelagius, 2,59% (n = 3) como Alteromonas 

macleodii. 

 

Portanto, considerando o total de 244 bactérias isoladas de esponjas do gênero Oscarella 

coletadas nas duas expedições, a distribuição percentual das espécies identificadas foi a 

seguinte: Vibrio alginolyticus e Vibrio harveyi com 14,3% (n = 35) cada, Acinetobacter 

venetianus com 10,6% (n = 26), Vibrio fortis com 2,0% (n = 5), Pseudomonas putida, 

Pseudomonas mendocina, Vibrio pelagius e Alteromonas macleodii com 1,2% (n = 3) cada, 

Bacillus thuringiensis com 0,8% (n = 2), e Acinetobacter bereziniae, Bacillus megaterium, 

Morganella morganii, Pseudomonas monteilii, Bacillus circulans, Bacillus pumilus todos com 

0,4% (n = 1) cada. 

 

5.4 Triagem da produção de enzimas de interesse biotecnológico 

Do total de 43 bactérias isoladas de esponjas do gênero Oscarella de Cabo Frio, 5 

(11,6%) foram potenciais produtoras para lipase, 7 (16,2%) para agarase no Meio Mineral 

Mínimo acrescido de ágar e 4 (9,3%) no meio de Hu (agarase). Para alginato-liase no Meio 

Mineral Mínimo acrescido de alginato de sódio foram detectadas 2 (4,6%) potenciais 
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produtoras e 9 (20,9%) potenciais alginolíticas no meio contendo azul de bromotimol (Meio 

Nakamura modificado) (Tabela 5). Das 27 bactérias isoladas na França, foi verificado um valor 

de IE ≥ 2 para celulase em 2 (7,4%) amostras, 5 (18,5%) para lipase, 1 (3,7%) no Meio Mineral 

Mínimo contendo ágar e 18 (66,6%) para alginato-liase no meio contendo azul de bromotimol 

como indicador (Tabela 6). 

Tabela 5: Relação do número total de bactérias isoladas de Oscarella spp. coletadas em Cabo Frio (RJ, 
Brasil) consideradas como potenciais produtoras (IE ≥ 2) das respectivas enzimas investigadas.            

Local 
de 

coleta 

Quantidade 
de bactérias 

testadas Lipase 

Agarase 
(Meio Mineral 
Mínimo+ágar) 

Agaras
e 

(Meio 
Hu) 

Alginato-liase 
(Meio Mineral 

Mínimo+ 
alginato-liase 

Alginato-
liase (Meio 
Nakamura) 

Cabo 
Frio 

43  
(100%) 

5  
(11,6
%) 

7  
(16,2%) 

4  
(9,3%) 

2  
(4,6%) 

9  
(20,9%) 

 

Tabela 6: Relação do número total de bactérias isoladas de Oscarella spp. coletadas em Marselha 
(França) consideradas como potenciais produtoras (IE ≥ 2) das respectivas enzimas investigadas.       

Local de 
coleta 

Quantidade 
de 

bactérias 
testadas Celulase Lipase 

Agarase (Meio 
Mineral 

Mínimo+ágar) 
Alginato-liase (Meio 

Nakamura) 
Marselh

a 
(França) 

27  
(100%) 

2 
 (7,4%) 

5 
 (18,5%) 

1 
 (3,7%) 

18  
(66,6%) 

 

Após a realização de duas expedições de coleta em Fernando de Noronha e a análise 

enzimática de um total combinado de 244 bactérias, foi detectada potencial atividade de amilase 

em 33 estirpes, representando 13,5% do total. Para a celulase, observou-se atividade em 119 

estirpes (48,7%). Um total de 9% (n = 22) foram consideradas potenciais produtoras de lipase, 

8,2% (n = 20) de esterase e 3,6% (n = 9) de peptidase. Em relação à produção de agarase, a 

atividade no Meio Mineral Mínimo acrescido de ágar foi detectada em 54,1% (n = 132) estirpes, 

enquanto no Meio Hu foi encontrada em 136 estirpes (55,7%). Por fim, 12,7% (n = 31) 

apresentaram potencial atividade de alginato-liase no Meio Mineral Mínimo contendo alginato 

de sódio e foi detectada em 1,6% (n = 4) estirpes no meio com azul de bromotimol (Meio 

Nakamura) (Tabela 7).  
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Tabela 7: Relação do número total de bactérias isoladas de Oscarella spp. coletadas no Arquipélago de 
Fernando de Noronha (PE, Brasil) consideradas como potenciais produtoras (IE ≥ 2) das respectivas 
enzimas investigadas.      

 

Bactérias 
isoladas 

 
Amilase 

 
 

Celulase 
 
 

 
 
Lipase 

 
 
Esterase 

 
Peptidase 

 
 

Agarase 
(MMM+ 

ágar) 

Agarase 
(Meio 
Hu) 

Alginato
-liase 

(MMM
+alginat

o 

Alginato -
liase  
Meio 

Nakamura 
 
 

244 
(100%) 

 
 

33 
(13,5%) 

 
 

119 
(48,7%) 

 
 

 
 

22  
(9%) 

 
 

20  
(8,2%) 

9 
(3,6%) 

 
 

 
 

132 
 (54,1%)  

 
 

136 
(55,7
%) 

 
31 
 

(12,7%) 
 
 

4  
(1,6%) 

 
 

 

Outro aspecto importante a ser analisado são os dados provenientes dos meios de 

isolamento bacteriano, que proporcionam uma visão sobre as capacidades enzimáticas em 

diferentes meios de cultivo. Em relação à primeira coletada realizada em maio de 2022, em 

Fernando de Noronha, um total de 24 bactérias foram isoladas no meio BHI. Sendo assim, 17 

(70,8%) apresentaram potencial atividade para celulase, 5 (20,8%) para esterase, 3 (12,5%) para 

peptidase e 22 (91,7%) para agarase tanto no Meio Mineral Mínimo acrescido de ágar quanto 

no Meio Hu. Já no meio de isolamento BHI diluído 1:10, de 28 bactérias isoladas, 5 (17,9%) 

foram potenciais produtoras de amilase, 9 (32,1%) de celulase, 5 (17,9%) de lipase, 6 (21,4%) 

de agarase no Meio Mineral Mínimo acrescido de ágar e 4 (14,3%) no Meio Hu. No meio 

Marine, a partir de 24 bactérias isoladas e testadas, 4 (16,7%) apresentaram IE ≥ 2 para 

atividade amilolítica, 21 (87,5%) para celulase, 4 (16,7%) para esterase, 20 (83,3%) para 

agarase no Meio Mineral Mínimo acrescido de ágar, 21 (87,5%) no Meio Hu e 6 (25%) para 

alginato-liase no meio Meio Mineral Mínimo suplementado de alginate de sódio. No meio 

Marine diluído 1:10, com um total de 26 bactérias isoladas, 3 (11,5%) obtiveram potencial 

atividade para esterase, 10 (38,5%) para agarase no Meio Mineral Mínimo acrescido de ágar, 8 

(30,8%) no Meio Hu e 4 (15,4%) para alginato-liase no Meio Mineral Mínimo contendo 

alginato de sódio. No Meio Mineral Mínimo acrescido de ágar, utilizado para o isolamento, de 

13 bactérias, 1 (7,7%) teve IE ≥ 2 para amilase, 2 (15,4%) para celulase, 4 (30,8%) para lipase, 

3 (23,1%) para esterase, 1 (7,7%) para peptidase e 2 (15,4%) para agarase tanto no meio Meio 

Mineral Mínimo contendo ágar quanto no Meio Hu. Por fim, das 13 bactérias isoladas no Meio 

Mineral Mínimo acrescido de alginato de sódio, 2 (15,4%) apresentaram potencial atividade 

celulolítica, 5 (38,5%) para lipase, 5 (38,5%) para esterase, 3 (23,1%) para peptidase, 4 (30,8%) 

para agarase no meio Meio Mineral Mínimo acrescido de ágar e 4 (30,8%) para alginato-liase 

no Meio Mineral Mínimo contendo alginato de sódio (Figura 10). A abordagem adotada na 
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adoção dos  meios de isolamento inicial, portanto, desempenhou um papel crucial na pré-

seleção das estirpes bacterianas produtoras das enzimas avaliadas, especialmente com a 

maximização das chances de identificar aquelas com atividades de agarase e de alginato-liase 

pelo emprego de meios mínimos com os respectivos substratos para enzimas adicionados como 

fontes exclusivas de carbono e energia.  

  

     Figura 10:  Distribuição do número total  de amostras bacterianas potenciais produtoras das enzimas testadas 
isoladas de Oscarella sp. coletadas em maio de 2022 no Arquipélago de Fernando de Noronha em função dos 
diferentes meios de isolamento.        

 

Em relação à análise dos dados provenientes da segunda coleta em Fernando, das 22 

estirpes isoladas no meio BHI, das quais 11 (50%) mostraram potencial atividade para celulase 

e 11 (50%) para agarase no Meio Mineral Mínimo suplementado com ágar. No meio BHI 1:10, 

das 4 bactérias isoladas, 2 (50%) apresentaram IE ≥ 2 para peptidase e 1 (25%) estirpe foi 

potencial produtora para agarase no Meio Hu. Das 22 bactérias isoladas no meio Marine, 9 

(40,9%) apresentaram potencial atividade de amilase, 18 (81,8%) de celulase, 5 (22,7%) de 

lipase, 10 (45,5%) de agarase no Meio Mineral Mínimo contendo ágar e 15 (68,2%) no Meio 

Hu. Ademais, 4 (18,2%) apresentaram atividade de alginato-liase no Meio Mineral Mínimo 

acrescido de alginato de sódio. No meio Marine 1:10, 14 bactérias foram isoladas, sendo que 4 

(28,6%) mostraram IE ≥ 2 para celulase, 3 (21,4%) para lipase, 4 (28,6%) de agarase no Meio 

Mineral Mínimo contendo ágar e 5 (35,7%) no Meio Hu. No Meio Mineral Mínimo acrescido 
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de ágar utilizado no isolamento de 30 bactérias, 8 (26,7%) tiveram potencial atividade 

amilolítica, 11 (36,7%) de celulase, 19 (63,3%) de agarase no Meio Mineral Mínimo acrescido 

de ágar, 26 (86,7%) no Meio Hu e 14 (46,7%) de alginato-liase no Meio Mineral Mínimo 

suplementado com alginato de sódio. Das 24 bactérias isoladas no Mineral Mínimo contendo 

alginato de sódio, 6 (25%) apresentaram potencial atividade de amilase, todas as 24 (100%) 

para celulase e agarase tanto no Meio Mineral Mínimo acrescido de ágar quanto no Meio Hu, 

e 3 (12,5%) para alginato-liase no Mineral Mínimo com alginato de sódio (Figura 11). 

 

     Figura 11: Distribuição do número total da quantidade de amostras bacterianas potenciais produtoras das 
enzimas testadas isoladas de Oscarella sp. coletadas em novembro de 2022 no Arquipélago de Fernando de 
Noronha em função dos diferentes meios de isolamento. 

 

5.5 Bactérias com potencial capacidade multienzimática 

     Foi visto que determinadas estirpes bacterianas isoladas de esponjas Oscarella 

demonstraram mais de uma atividade enzimática em potencial (IE ≥ 2). Em relação às 43 

bactérias isoladas de esponjas de Cabo Frio (RJ, Brasil) foram identificadas 11,6% (n = 5) 

estirpes bacterianas que demonstraram atividade para duas enzimas: estirpe 76-28B (não 

identificada), Bacillus sp. 77-8B, Shewanella sp. 81-5B, Vibrio sp. 81-6B e Acinetobacter 

johnsonii 77-23B. Dentre as 27 bactérias cultiváveis isoladas de Oscarella coletadas em 

Marselha, (França), 18,5% (n = 5) estirpes obtiveram potencial atividade para duas enzimas 

distintas: Aeromonas sp. Ob1B1, Pseudomonas sp. Ob1B6, Aeromonas sp. Ob1B8, Citrobacter 

sp. Ol1B3 e Aeromonas sp. Ol1B6. Em uma abordagem integrada envolvendo as duas coletas 

no Arquipélago de Fernando de Noronha, um total de 244 estirpes bacterianas isoladas das 

esponjas Oscarella foram analisadas para determinar suas capacidades enzimáticas para mais 
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de uma enzima testada. As bactérias que demonstraram a capacidade de produzir duas enzimas 

de forma simultânea constituem a maior parte da análise, totalizando 86 estirpes, o que 

representa 35,2%. Dentre essas, destacam-se 19 estirpes identificadas como Vibrio 

alginolyticus (36B-2B, 75IB-1A, 75IB-1B, 75IB-2A, 75IIB-1B, 75II B-1B, 75IIB-2A, 79B-1A, 

28B-1A, 57B-2A, 70B-1B, 70B-2B, 84B-2A, 57M-2B, 57M-3B, 84M-2A, 84AG-4B, 57AL-

1A e 57AL-2A); 9 identificadas como Vibrio harveyi (70M-2A, 28AG-3B, 29AG-1A, 29AG-

1B, 29AG-2A, 70 AL-1B, 70 AL-2A, 70 AL-2B e 84AL-1A. 5 como Acinetobacter venetianus 

(36AL-1A, 36AL-1B, 60PAG-1A, 60PAG-2B e 36AL-2B); 4 estirpes identificadas como 

Vibrio fortis (29M-2A, 57M-3A, 70AG-1A e 29AL-1); 2 como Alteromonas macleodii (29M1-

1B e 70M1-1A); Bacillus thuringiensis 75IIB-1A; Pseudomonas putida 75IM-1A; Bacillus 

circulans 79AL-2B; Bacillus megaterium 75IIB1-1A; Vibrio pelagius 84M-1A e  42 estirpes 

não identificadas: 75IB-2B, 37PM-2A, 37PM-2B, 60PM-1A, 60PM-1B, 60PM-2A, 60PM-2B, 

75IM-2A, 75IM-2B, 75IIM-1A, 75IIM-1B, 75IIM-2A, 79M-1A, 60PM1-1A, 75IM1-2B, 

75IIM1 -1A, 36AG-2B, 60PAL-2B, 28B-1B, 28B-2A, 28B-2B, 57B-2B, 84B-2B, 57M-1A, 

29M1-1A, 57AG-2A, 70AG-1A, 70AG-1B, 70AG-2B, 84AG-1A, 84AG-4A, 28AL-2B, 

29AL-1A, 29AL-2B, 29AL-3A, 29AL-3B, 57AL-1B, 57 AL- 2B, 57AL-3A, 57AL-3B, 84AL-

1B, 84AL-2A.  

Além disso, 9,4% (n = 23) estirpes foram potenciais produtoras para três enzimas distintas. 

Sendo 14 estirpes identificadas como Vibrio harveyi (36M-2B, 29M-1B, 70M-2B, 28AG-2A, 

28AG-2B, 28AG-3A, 29AG-2B, 70AG-2A, 70AG-3B, 84AG-2B, 29AL-2A, 70AL-1A, 

28AG-1A e 28AG-1B); 4 como Vibrio alginolyticus (36B-1A, 60PB-1A, 60PB-1B e 57M-2A); 

3 foram identificadas como Acinetobacter venetianus (60PB-2A, 60PB-2B e 36AG-2A); 3 

como Pseudomonas mendocina (60PAL-1B, 79AL-1B e 79AL-1B); 2 como Alteromonas 

macleodii (28M1-1A e 28M1-1B); Acinetobacter bereziniae 37PB-2B; Vibrio fortis 57AG-1A 

e 15 estirpes bacterianas não foram identificadas (36B-2A, 75IB1-1A, 75IB1-2A, 75IB1-2B, 

75IIB1-1B, 75IIB1-2A, 37PM-1B, 75IIM-2B, 79M-1B, 79M-2B, 60PAG-2A, 60PAL-1A, 

29M-2B, 57AG-2A e 84AL-2B). 

 Foi visto que 13 (5,3%) estirpes foram potenciais produtoras de quatro enzimas distintas 

simultaneamente. Dentre essas, 6 estirpes identificadas como Vibrio harveyi 28M-1B, 28M-

2A, 28M-2B, 29M-1A, 28 AL-1A e 28 AL- 1B); 2 estirpes identificadas como Vibrio 

alginolyticus (79M-2A e 28 AL- 2A); Morganella morganii 36M-2A e 3 não identificadas 

(75IIB1 -2B, 37PM-1A e 28M-1A) (Tabela 8). Esses dados destacam a diversidade metabólica 

presente na microbiota das esponjas Oscarella. 
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     Tabela 8: Quantidade de amostras bacterianas associadas a esponjas do gênero Oscarella, coletadas em 
diferentes localidades, com capacidade multienzimática. 

Local 

Quantidade de 
amostras capazes de 

produzir duas 
enzimas 

Quantidade de 
amostras capazes de 

produzir três enzimas 

Quantidade de 
amostras capazes de 

produzir quatro 
enzimas 

Cabo Frio 5 0 0 

Marselha 5 0 0 

Fernando de 
Noronha 86 23 13 

 

5.6 Análise comparativa da atividade enzimática das bactérias de esponjas Oscarella 

spp. coletadas em diferentes locais 

Os resultados obtidos a partir da intersecção entre a atividade enzimática e as variáveis 

ambientais evidenciaram padrões que apontam para possíveis adaptações das bactérias isoladas 

de esponjas Oscarella às condições específicas de cada local coletado. Essa abordagem 

metodológica foi desenhada para permitir uma pesquisa detalhada das interações entre as 

bactérias associadas às esponjas Oscarella e o ambiente marinho, contribuindo para o 

mapeamento da complexidade ecológica e biológica da microbiota de esponjas com base no 

perfil de rastreio da produção das enzimas avaliadas. Ao comparar as atividades enzimáticas 

das bactérias isoladas de esponjas do gênero Oscarella em diferentes regiões, percebe-se 

distintas tendências: de sete enzimas testadas, três se sobressaíram no conjunto de bactérias 

isoladas de Oscarella de Cabo Frio. Sendo agarase e alginato-liase com maior destaque, com 

16,7% (n = 7) e 20,9% (n = 9) de bactérias potenciais produtoras, respectivamente, seguido de 

lipase com 11,6% (n = 5) das bactérias. Em contraste, nas amostras da França, foram detectadas 

quatro enzimas com potenciais atividade enzimáticas. A alginato-liase foi predominante, com 

66,6% (n = 18) das bactérias com IE maior ou igual a 2, seguido de lipase com 18,5% (n = 5) 

das bactérias, celulase com 7,4% (n = 2) e agarase com 3,7% (n = 1) das estirpes. Durante a 

análise da atividade enzimática das 244 estirpes bacterianas isoladas de esponjas coletadas nas 

duas expedições em Fernando de Noronha, as setes enzimas avaliadas obtiveram potenciais 

produtoras, representando uma maior diversidade enzimática, com destaque para as CAZymes. 

Revelou-se uma ampla presença de bactérias com atividade agarolítica, representando 58,8% 

(n = 143) do total. Adicionalmente, a potencial atividade de holocelulase foi observada em 

48,7% (n = 119), amilase em 13,5% (n = 33), alginato-liase em 12,7% (n = 31), lipase em 9% 

(n = 22), esterase em 8,1% (n = 9) e peptidase em 3,6% (n = 9) estirpes (Figura 12). 
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Figura 12: Gráfico representativo da porcentagem  de estirpes bacterianas potenciais produtoras de enzimas 
isoladas de esponjas do gênero Oscarella em diferentes locais (Ilha de Pargos e Ilha Comprida, Cabo Frio; Ilha de 
Maire, França; Ilha do Meio e Ponta da Sapata, Fernando de Noronha) 

 

Na análise comparativa dos valores de IE mais elevados das bactérias isoladas de 

Oscarella em diferentes locais de coleta, destacaram-se algumas estirpes bacterianas. Em Cabo 

Frio, as estirpes Bacillus sp. 77-5B e 77-8B apresentaram uma média de IE igual a 7,3 para a 

enzima agarase, resultado este obtido após testes no Meio Mineral Mínimo acrescido de ágar. 

Em relação às estirpes bacterianas isoladas de esponjas coletadas na França, a estirpe 

Aeromonas sp. Ob1B1 mostrou uma média de IE de 4,1 para holocelulase. Por sua vez, Vibrio 

harveyi 70AG-2A isolada de Oscarella coletada em Fernando de Noronha, obteve destaque 

com média de IE igual a 12,5 para agarase no teste utilizando o Meio de Hu, indicando uma 

capacidade enzimática expressiva. A representação visual desses resultados pode ser conferida 

na figura 13, onde as placas ilustram claramente o alto desempenho enzimático dessas estirpes 

bacterianas.  
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Figura 13: Imagens representativas do cultivo de bactérias isoladas de esponjas do gênero Oscarella com valores 
de Índice Enzimático (IE) para as enzimas investigadas nos respectivos meios de rastreio da atividade: (A) Bacillus 
sp. 77-5B e Bacillus sp. 77-8B com atividade de agarase com IE de 7,3, coletadas em Cabo Frio, Ilha de Pargos; 
(B) Aeromonas sp. Ob1B1 com atividade de celulase com IE de 4,1, isolada na França, Ilha de Maire;  (C) Vibrio 

harveyi 70AG-2A com atividade de agarase com IE de 12,5, coletada em Fernando de Noronha, Ponta da Sapata. 

 

 Dentre as 43 bactérias isoladas de Oscarella coletadas em Cabo Frio, 11,6% (n = 5) 

estirpes demonstraram potencial produção para duas enzimas simultaneamente. Similarmente, 

das 27 bactérias isoladas de Oscarella em Marseille, na França, 18,5% (n = 5) mostraram 

capacidade para produzir duas enzimas distintas. Contudo, na análise das 244 bactérias isoladas 

de esponjas coletadas no Arquipélago de Fernando de Noronha, a diversidade enzimática foi 

evidente. Das estirpes analisadas, 35,2% (n = 86) estirpes demonstraram a capacidade de 

produzir duas enzimas de forma simultânea. Além disso, 9,4% (n = 23) foram capazes de 

produzir três enzimas distintas, e 5,3% (n = 13) estirpes apresentaram potencial para produzir 

quatro enzimas simultaneamente (Figura 14). A maior diversidade enzimática observada nas 

bactérias isoladas de Oscarella coletadas em Fernando de Noronha pode ser atribuída ao maior 

número de estirpes testadas em comparação com as outras regiões.  
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Figura 14: Análise comparativa da capacidade multienzimática em estirpes bacterianas isoladas de esponjas 
Oscarella em diferentes localidades: Este heatmap ilustra a porcentagem de bactérias capazes de produzir duas, 
três ou quatro enzimas em três localidades distintas: Cabo Frio, França e Fernando de Noronha. 

 Além disso, foi realizada uma análise das atividades enzimáticas de gêneros bacterianos 

iguais isolados de esponjas Oscarella coletadas em diferentes locais, proporcionando uma 

compreensão sobre a variabilidade enzimática destes microrganismos em resposta às variações 

ambientais de cada região. Em relação ao gênero Vibrio, foram isoladas 15 bactérias de esponjas 

coletadas em Cabo Frio, sendo que apenas 13,3% (n = 2) estirpes demonstraram potencial para 

produzir lipase e 20% (n = 3) para alginato-liase. As outras enzimas, incluindo amilase, 

celulase, esterase, peptidase e agarase, não foram identificadas nas amostras deste local. Das 2 

estirpes bacterianas identificadas como Vibrio isoladas de Oscarella coletadas em Marselha, a 

atividade enzimática foi observada para alginato-liase, com ambas as amostras (100%) 

apresentando potencial para produzir essa enzima. Foi observada uma ampla diversidade 

enzimática acerca das 78 bactérias identificadas como Vibrio isoladas de esponjas do gênero 

Oscarella coletadas em Fernando de Noronha. Foram identificadas 75,6% (n  = 59) como 

potenciais produtoras de agarase, 60,3% (n = 47) de celulase, 29,5% (n = 23) de alginato-liase, 

28,2% (n = 22) de amilase, , 5,1% (n = 4 ) de peptidase, 5,1% (n = 4 ) de peptidase e 2,6% (n = 

2) de lipase. 

Com base nos resultados comparativos das bactérias identificadas como Acinetobacter, 

em Cabo Frio, das 5 estirpes isoladas, 20% (n = 1) apresentaram potencial para produzir agarase 

e alginato-liase. A única estirpe isolada e identificada como Acinetobacter isolada de Oscarella 

coletada em Marselha demonstrou potencial para produção de agarase e alginato-liase. Das 27 

estirpes identificadas como Acinetobacter isoladas de Oscarella coletadas em Fernando de 



63  

Noronha, 33,3% (n = 9) apresentaram potencial atividade para esterase, 18,5% (n = 5) para 

agarase e para lipase, 14,8% (n = 4) para celulase e 7,4% (n = 2) para alginato-liase e 3,7% (n 

= 1) para amilase e para peptidase. 

Em relação ao gênero Bacillus, das 3 bactérias isoladas de Oscarella coletadas em Cabo 

Frio, duas amostras (66,7%) mostraram-se como potenciais produtoras da enzima agarase e 

uma amostra (33,3%) como potencial produtora de alginato-liase. Não foram identificadas 

amostras potenciais produtoras das outras enzimas testadas. Além disso, também foram isoladas 

4 estirpes bacterianas identificadas como Bacillus de esponjas carvenícolas coletadas em 

Fernando de Noronha, em que 3 amostras (75%) apresentaram potencial para produção de 

celulase e para agarase.   

Das 7 estirpes identificadas como Pseudomonas isoladas de Oscarella coletadas em 

Fernando de Noronha, observou-se que 28,6% (n = 2) demonstraram potencial atividade de 

celulase e de lipase, 14,3% (n = 1) de esterase, de peptidase e de agarase. Em relação à única 

bactéria isoladas e identificada como Pseudomonas da coleta da França, foi observado potencial 

para produção de lipase e alginato-liase, cada uma presente em 100% das amostras. A única 

estirpe de Citrobacter isolada de Oscarella coletada em Cabo Frio demonstrou apenas potencial 

atividade agarolítica. Já das 6 amostras de Citrobacter isoladas de Oscarella coletada na França, 

66,7% (n = 4) mostraram potencial para produção de agarase e 16,7% (n = 1) para lipase. 

Portanto, essa análise comparativa das atividades enzimáticas de gêneros bacterianos isolados 

de esponjas Oscarella coletadas em locais distintos destaca a possível capacidade adaptativa 

desses microrganismos a diferentes ambientes.  

As estirpes bacterianas com os mais elevados Índices Enzimáticos citadas acima, 

notavelmente Bacillus sp. 77-5B e 77-8B que foram isoladas da esponja Oscarella identificada 

pelo voucher MNRJ16477, coletada na Ilha de Pargos, em Cabo Frio. Adicionalmente, a 

Aeromonas sp. Ob1B1, isolada de Oscarella balibaloi coletada na Ilha de Maire, em Marselha. 

Por fim, a estirpe identificada como Vibrio harveyi 70AG-2A, isolada da esponja Oscarella 

com a coloração "vermelha" com voucher MNRJ 29270, coletada na Caverna da Ponta da 

Sapata, em Fernando de Noronha (Figura 15). Conclui-se que além das esponjas do mesmo 

gênero apresentarem diferenças morfológicas, foram coletadas em locais distintos, resultando 

no isolamento de diferentes gêneros bacterianos e na detecção de variadas enzimas. Essa 

diversidade de elementos pode sugerir uma correlação entre a diversidade microbiana, as 

características das esponjas e os ambientes marinhos específicos em que foram encontradas. 
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Essas conclusões destacam a complexidade das interações entre esponjas e bactérias em 

ecossistemas marinhos variados. 

 

Figura 15: Representação de esponjas Oscarella coletadas em três locais distintos e as respectivas estirpes 

bacterianas isoladas dessas esponjas, as quais demonstraram os maiores Índices Enzimáticos. (A) Esponja 

Oscarella identificada pelo voucher MNRJ 16477, coletada na Ilha de Pargos, Cabo Frio, e as estirpes Bacillus sp. 

77-5B e 77-8B, destacando sua potencial capacidade como produtoras de agarase. (B) Esponja Oscarella balibaloi, 

coletada na Ilha de Maire, França, e a estirpe Aeromonas Ob1B1 potencial produtora de celulase. (C) Esponja 

Oscarella <vermelha=, coletada na Caverna da Ponta da Sapata, Fernando de Noronha, e a bactéria agarolítica 

Vibrio harveyi 70AG-2A. 

6 DISCUSSÃO 

Os microrganismos marinhos são reconhecidos como uma fonte promissora para a 

descoberta de enzimas que possuem características únicas, sendo úteis para uma ampla gama 

de aplicações industriais (Lopes et al., 2023). No entanto, estudos sobre a produção de 

compostos bioativos por bactérias associadas às esponjas marinhas ainda estão em estágio 

inicial (de Oliveira et al., 2020). As cavernas submarinas representam grandes reservatórios de 

biodiversidade (Digenis et al., 2022) e, portanto, podem constituir em ambientes interessantes 

para estudos focados em prospecção biotecnológica (dos Santos et al., 2023). Em particular, 

esse estudo focou na análise das enzimas (amilase, celulase, lipase, esterase, peptidase, agarase 

e alginato-liase) produzidas por bactérias associadas à esponja marinha do gênero Oscarella, 

esponja cujos microbiomas associados ainda permanecem pouco caracterizados tanto em 
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termos de diversidade quanto em relação ao rastreio de biomoléculas com atividades relevantes 

no âmbito biotecnológico. O estudo realizado por Laport e colaboradores em 2017 

desempenhou um papel significativo na exploração da ecologia e biotecnologia relacionadas às 

esponjas do gênero Oscarella. Esta pesquisa concentrou-se na análise da comunidade 

bacteriana cultivável dessas esponjas, coletadas em Cabo Frio, Brasil, com um interesse 

particular em avaliar o potencial antimicrobiano dessas bactérias. A composição da comunidade 

bacteriana revelou-se majoritariamente de Pseudomonadota e Bacillota, com Vibrio sendo o 

gênero mais abundante, seguido por Shewanella. Muitas dessas estirpes mostraram atividades 

inibitórias contra bactérias clinicamente importantes, enfatizando o potencial das comunidades 

bacterianas associadas a Oscarella. Outra pesquisa do grupo, de Canellas et al. (2023) e Nunes 

et al. (2021), destacou a importância de novas abordagens no tratamento de infecções por 

biofilmes, que são responsáveis por uma grande parcela das infecções humanas e apresentam 

resistência aos antimicrobianos tradicionais. O estudo focou em demonstrar a capacidade de 

produção de substâncias bioativas capazes de inibir e desagregar biofilmes de Staphylococcus 

spp, por bactérias isoladas de esponjas Oscarella, especialmente a estirpe Enterobacter 84.3. 

Os resultados indicaram uma redução significativa na camada de biofilme de S. aureus sem 

causar toxicidade em células de mamíferos. No estudo conduzido por Oliveira e colaboradores 

(2022), a produção de hidrolases e biossurfactantes por bactérias isoladas de esponjas Oscarella 

sp., Plakina cyanorosea e Plakina cabofriense, foi avaliada. Portanto, foi visto que estirpes 

bacterianas se destacaram por sua capacidade de produzir enzimas e biossurfactantes com 

propriedades de emulsificação e estabilidade notáveis. Esses achados demonstram o vasto 

potencial biotecnológico do microbioma dessas esponjas. No isolamento das 128 bactérias 

cultiváveis associadas às esponjas Oscarella, coletadas durante a expedição de maio para 

Fernando de Noronha, foi observado que os meios que apresentaram a maior quantidade de 

estirpes bacterianas isoladas foram BHI 1:10 (n = 28) e Marine 1:10 (n = 26). De acordo com a 

literatura, estes meios diluídos podem favorecer o crescimento de bactérias oligotróficas e 

permitir o desenvolvimento desses microrganismos mais abundantes, uma vez que em meios 

mais ricos nutricionalmente, essas bactérias poderiam ser inibidas ou cresceriam mais 

lentamente devido à competição (Madigan et al., 2016). Em relação às 116 bactérias isoladas 

de Oscarella na coleta de novembro, o meio que mais se destacou com a quantidade de bactérias 

isoladas foi o Mineral Mínimo contendo apenas ágar como única fonte de carbono, com um 

total de 30 estirpes. A menor quantidade de bactérias viáveis de Oscarella coletadas em 

Marselha e em Cabo Frio pode ser atribuída a vários fatores, incluindo a antiguidade das 

amostras, que datam de 10 anos atrás, aumentando a possibilidade das bactérias terem se 
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tornado inviáveis. Adicionalmente, a logística de transporte, especialmente da França para o 

Brasil, sem a refrigeração adequada, e a falta de armazenamento, ao  longo  desses anos, em 

condições ideais, como em um freezer a -80°C, podem ter sido cruciais na redução da 

viabilidade das bactérias.  

 Posteriormente, foi realizada uma ampla verificação da produção de sete enzimas por 

essas estirpes bacterianas, através de ensaios em placa com o meio contendo o substrato 

específico para cada enzima. A maioria dos meios de triagem enzimática foram padronizados, 

anteriormente, pelo grupo (Lopes, 2020), para atender às necessidades fisiológicas de bactérias 

quimiorganotróficas marinhas, simulando as condições de salinidade, nutrientes e favorecendo 

a produção da enzima testada. Por exemplo, para testar a produção enzimática das bactérias 

isoladas nos meios Marine, Marine 1:10, Meio Mineral Mínimo e Meio Mineral Mínimo 

acrescido de alginato de sódio, que não cresciam em condições de baixa salinidade, foi utilizado 

a adaptação do uso de 50% de água do mar artificial (ASW) no preparo dos meios de triagem. 

Além disso, nesse presente estudo, foi realizada a padronização dos meios de triagem da 

atividade de alginato-liase. Para isso, realizou-se uma análise bibliográfica em busca dos meios 

mais apropriados para a seleção de estirpes produtoras de alginato-liase. Após experimentos 

com diferentes composições, foram estabelecidos o uso do Meio Mineral Mínimo contendo 

alginato de sódio como substrato e o Meio contendo alginato de sódio e azul de bromotimol 

como indicador da atividade alginolítica (Anexo I). O meio descrito por Nakamura em (1987) 

que contêm o azul de bromotimol, foi utilizado com uma modificação: adição de peptona. Isso 

porque durante os ensaios para validar o meio de cultura, não se observou crescimento 

bacteriano no meio original, sem a adição de peptona. Dessa forma, para otimizar as condições 

e favorecer o desenvolvimento bacteriano, a peptona foi incorporada ao meio de triagem 

enzimática. Esta adição mostrou-se essencial para proporcionar os nutrientes necessários para 

o metabolismo e crescimento das bactérias cultiváveis isoladas de esponjas Oscarella, já que 

utilizam os aminoácidos e peptídeos presentes como fonte de carbono e nitrogênio. 

Ao analisar os resultados da relação do isolamento em Meio Mineral Mínimo 

suplementado de ágar com a triagem de agarase, observou-se que, das 13 bactérias isoladas na 

coleta de maio, apenas 2 demonstraram potencial produção de agarase. Há uma variedade de 

fatores que podem explicar tal desfecho. Por exemplo, um tempo de incubação maior e uma 

concentração maior de células microbianas no inóculo poderiam ter sido necessários para a 

recuperação de um maior número de bactérias agarolíticas.  Quando se trata do isolamento em 

Meio Mineral Mínimo contendo alginato de sódio como substrato, obteve-se um resultado 
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distinto. Das 13 estirpes isoladas nesse meio, todas se mostraram produtoras de alginato-liase, 

o que é um indicativo positivo da eficácia do meio para a seleção e cultivo de microrganismos 

com potencial na degradação de alginato de sódio. No entanto, é relevante destacar que somente 

4 destas estirpes exibiram um IE maior ou igual a 2. O fato de o meio ter sido padronizado neste 

estudo e apresentar resultados de melhor visualização demonstra que a adaptação e otimização 

do meio foram bem sucedidas. 

No isolamento das bactérias da coleta de novembro, observou-se a eficácia do Meio 

Mineral Mínimo contendo ágar com intuito de isolar bactérias agarolíticas. Das 30 estirpes 

bacterianas isoladas, 27 mostraram-se potenciais produtoras de agarase. Essa diferença em 

relação às análises das bactérias da coleta de maio pode ser atribuída ao período de incubação 

estabelecido, que foi de 48 a 72 horas. Este intervalo de tempo permitiu um crescimento 

bacteriano adequado e maior expressão da agarase. Em estudo de Lavín e colaboradores (2016), 

foi observado que a cepa Flavobacterium faecale INACH002, isolada de macroalga do gênero 

Porphyra) em decomposição, na Ilha King George, Antártica, demonstrou uma capacidade 

notável de degradar ágar apenas 48 horas após a inoculação. Além disso, foi relatado por 

Hosoda et al. (2003) que a estirpe identificada como Paenibacillus spp., começou a degradar 

ágar após 10 dias de cultivo. Geralmente, a atividade da agarase é mais evidente quando 

microrganismos são cultivados em meio com baixa concentração de nutrientes, utilizando ágar 

como única fonte de carbono (Lavín et al., 2016). Portanto, a combinação do meio de cultivo 

específico com o tempo de incubação apropriado foi crucial para o sucesso na seleção dessas 

bactérias agarolíticas. Por outro lado, no Meio Mineral Mínimo acrescido de alginato de sódio, 

das 24 cepas isoladas, somente 3 apresentaram potenciais atividade de alginato-liase. Esse 

contraste pode ser explicado por diversas razões, sendo a principal, a dificuldade enfrentada 

durante o preparo do meio de cultura utilizado para identificação de estirpes produtoras de 

alginato-liase, devido à dificuldade de padronizar o ajuste do pH do meio contendo azul de 

bromotimol. Isso pode decorrer de componentes do meio que possuem atividade tamponante, 

como fosfato de amônio di-hidrogenado e o fosfato de potássio di-hidrogenado, ambos fosfatos 

são adotados amplamente como agentes tamponantes (Duan et al., 2021).  

A crescente demanda global por enzimas está sendo impulsionada por inovações em 

processos industriais (Maghraby et al., 2023). Essas enzimas estão revolucionando diversos 

setores: na fabricação de produtos lácteos e na panificação, melhorando a qualidade e eficiência 

dos processos; na produção de bebidas como vinho e cerveja, influenciam positivamente no 

sabor e na qualidade; na indústria têxtil, na fabricação de papel, cosméticos e detergentes, 
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aumentando a eficiência e contribuindo para a sustentabilidade (Maghraby et al., 2023). 

Portanto, no presente estudo foi realizada uma triagem para seis hidrolases (amilase, celulase, 

lipase, esterase, peptidase e agarase) e uma liase (alginato-liase) produzidas por bactérias 

isoladas de esponjas do gênero Oscarella, buscando ampliar o entendimento acerca das 

propriedades e possíveis aplicações biotecnológicas dessas enzimas. O estudo em questão 

revelou uma diversidade enzimática significativa entre as bactérias isoladas de esponjas do 

gênero Oscarella, provenientes de diferentes locais, incluindo Cabo Frio, França e Fernando de 

Noronha. A análise dos resultados indica uma variação notável na produção de enzimas 

específicas entre os locais. Isso porque das bactérias isoladas de esponjas Oscarella coletadas 

em Cabo Frio, foi observado potencial produção de alginato-liase, agarase e lipase, enquanto 

as isoladas de Oscarella coletadas na França obteve-se destaque para alginato-liase, lipase e 

celulase. Em relação às bactérias isoladas de esponjas Oscarella de Fernando de Noronha, as 

enzimas agarase, celulase e amilase se destacaram. Desse modo, o trabalho demonstrou a rica 

diversidade enzimática em microrganismos marinhos e a eficácia dos ensaios de triagem 

enzimática em meio sólido para seleção enzimática das bactérias isoladas de esponjas Oscarella 

e sua diversidade enzimática, o que está alinhado com a literatura. Por exemplo, no estudo 

conduzido por Oliveira e colaboradores (2022), foram reativadas estirpes bacterianas oriundas 

de esponjas marinhas da classe Homoscleromorpha, coletadas na "Poça de Maré da Carolina", 

localizada na costa de Cabo Frio. Entre estas esponjas, uma pertencia ao gênero Oscarella. 

Essas estirpes foram selecionadas para análise da atividade de três hidrolases: celulase, 

peptidase e lipase. A metodologia da triagem enzimática adotada neste artigo foi similar ao 

presente estudo, também foi utilizado meio sólido contendo o substrato apropriado para a 

enzima testada. Foram utilizados os mesmos meios para triagem enzimática que o presente 

estudo para celulase (ágar CMC) e peptidase (Ágar Leite Desnatado). No entanto, para lipase 

foi utilizado o meio ágar tributirina. Este estudo evidenciou a presença de potenciais produtoras 

das hidrolases testadas entre as bactérias isoladas de esponjas da classe Homoscleromorpha. 

Adicionalmente, foi realizada a identificação das bactérias por MALDI-TOF MS e todas as 

estirpes isoladas de Oscarella sp. com atividade enzimática foram identificadas como Bacillus 

pumilus. Das 128 bactérias isoladas de esponjas Oscarella na expedição de maio no 

Arquipélago de Fernando de Noronha, foram identificadas 12 espécies distintas, dentre essas, 

Acinetobacter venetianus, Vibrio alginolyticus, Acinetobacter bereziniae, Bacillus 

thuringiensis, Pseudomonas putida, Bacillus megaterium, Morganella morganii, Vibrio 

harveyi, Pseudomonas monteilii, Pseudomonas mendocina e Bacillus circulans. Já na 

identificação das 116 estirpes bacterianas isoladas de esponjas do gênero Oscarella da coleta 
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realizada em novembro, 6 espécies foram detectadas: Vibrio alginolyticus, Vibrio harveyi, 

Vibrio fortis, Vibrio pelagius, Alteromonas macleodii e uma estirpe foi identificada como 

Bacillus pumilus, um resultado em comum com estudo anteriormente citado (Oliveira et al., 

2022). 

Ecologicamente, a predominância de determinadas atividades enzimáticas pode estar 

relacionada às características ambientais e antropogênicas de cada região. Por exemplo, o 

destaque da produção de agarase e alginato-liase por bactérias isoladas de esponjas Oscarella 

coletadas em Cabo Frio reflete-se provavelmente ao ambiente enriquecido com ágar e alginato 

de sódio, ambos polissacarídeos encontrados em algas marinhas (Lomartire e Gonçalves, 2023). 

Além disso, pode ser devido ao fenômeno de ressurgência em Cabo Frio, trazendo águas 

profundas ricas em nutrientes, possivelmente influencia a composição de polissacarídeos 

presentes. Além dessas enzimas, a atividade lipolítica foi bem evidente, o que pode ser 

explicado pelo aumento populacional e a expansão do turismo não planejado em Cabo Frio, 

agravando a problemática de despejo de poluentes no ambiente (Pereira, Gouveia e Dinis, 

2022). Esta é uma das principais cidades turísticas do estado do Rio de Janeiro, e o fluxo intenso 

de visitantes e construções irregulares podem trazer consequências negativas ao meio ambiente. 

Segundo o Instituto Trata Brasil (2018), Cabo Frio possui uma população de 216.030 

habitantes, dos quais 86.975 (40,26%) não têm acesso à coleta de esgoto. Além disso, 314 

residências na cidade não contam com vasos sanitários. Portanto, agrava-se a problemática de 

despejo de resíduos sem tratamento prévio diretamente nas águas da região (Pereira, Gouveia e 

Dinis, 2022) que poderiam estar contribuindo para a microbiota da água do mar e de organismos 

holobiontes nessa região acabem sofrendo pressão para a produção de enzimas lipolíticas para 

consumo de resíduos domésticos e industriais com alto teor de gorduras.  

A atividade proeminente de alginato-liase observada nas bactérias isoladas de Oscarella 

da Ilha de Maire, em Marselha, na França, o que pode estar relacionada à maior presença de 

macroalgas feofíceas, especialmente em cavernas, sugerindo que essas bactérias podem ter se 

adaptado a degradar compostos provenientes dessas algas. Em relação à elevada atividade 

lipolítica detectada, isso pode ser indicativo da presença de poluentes lipídicos no ambiente, 

que possivelmente está associado com a dinâmica portuária do local (Gerovasileiou e Bianchi, 

2021). Isso porque a cidade de Marselha, situada às margens do Mar Mediterrâneo, enfrenta 

desafios ambientais crescentes, incluindo, um grande centro urbano e portuário, lidando 

frequentemente com questões de poluição marinha. O despejo inadequado de resíduos, tanto 

industriais quanto domésticos, tem levado a um aumento dos níveis de poluentes na água. Além 
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disso, o tráfego intenso de embarcações pode resultar em derramamentos de óleo e outros 

contaminantes (Cabioch, 2023). 

Ao rastrear a atividade enzimática de bactérias de esponjas coletadas em cavernas da 

Ilha do Meio e Ponta da Sapata, no Arquipélago de Fernando de Noronha, foi notável a 

prevalência de atividades agarolítica e celulolítica. Esse perfil enzimático sugere uma adaptação 

das bactérias à degradação desses polissacarídeos presentes nas algas vermelhas e marrons, que 

são abundantes em cavernas submarinas (Digenis et al., 2022; Knittweis et al., 2015). O 

isolamento geográfico das ilhas oceânicas, mantêm esses ecossistemas quase inacessíveis, 

sendo afetados por fenômenos oceanográficos e climáticos e menos impactados por 

intervenções humanas em comparação às áreas na plataforma continental. Considerando a 

menor interferência antrópica e sua preservação natural, isso pode justificar o destaque das 

atividades de agarase e celulase encontradas nessas bactérias (Bastos, 2022). Em resumo, a 

variação na atividade enzimática observada em diferentes regiões pode refletir as adaptações 

das comunidades bacterianas às condições ambientais específicas e às pressões ecológicas de 

cada local.  Foi realizada avaliação dos maiores valores de IE das bactérias cultiváveis em 

esponjas marinhas do gênero Oscarella coletadas em diferentes locais. Com isso, observou-se 

que as estirpes 77-5B e 77-8B, ambas identificadas como Bacillus spp., isoladas de esponjas 

coletadas em Cabo Frio, destacaram-se por seu elevado IE de 7,3 para produção de agarase. 

Esses dados condizem com a literatura, mesmo que os estudos sobre agarase produzidas por 

espécies do gênero Bacillus provenientes do ambiente marinho sejam escassos. Os autores, 

Khambhaty, Mody e Jha (2008), relataram o isolamento de Bacillus megaterium, uma bactéria 

marinha potencialmente produtora de agarase, proveniente da costa oeste da Índia.  A triagem 

de bactérias produtoras de agarase foi realizada de forma semelhante ao presente estudo, o qual 

o ágar era a única fonte de carbono do meio sólido. A interpretação dos resultados também foi 

similar, a qual era visto as depressões ou zonas claras ao redor da colônia bacteriana. O trabalho 

de Kim e colaboradores (1999) relata uma ³-agarase produzida por uma estirpe marinha 

identificada como Bacillus cereus.  

Além disso, a estirpe Aeromonas sp. Ob1B1, isolada de esponja marinha do gênero 

Oscarella coletada em Marselha, na França, apresentou maior valor de IE, de 4,1, para atividade 

celulolítica. Esse dado obtido está de acordo com a literatura, Aeromonas spp. são conhecidas 

por produzirem celulases, com diversos estudos relatando o isolamento de tais estirpes de 

animais como moluscos e caracóis. Estes organismos, quando colonizados por bactérias 

produtoras de celulase, podem se beneficiar da degradação da celulose, indicando um possível 
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papel simbiótico entre eles (Canellas e Laport, 2022). No estudo realizado por Rohman e 

colaboradores (2021), bactérias foram isoladas a partir do intestino de peixe da espécie Chanos 

chanos, que naturalmente habita ambientes de água salobra na Indonésia. As bactérias 

purificadas foram avaliadas quanto à capacidade de produzir celulase no ágar CMC. Com base 

no cálculo do Índice Enzimático, a estirpe identificada como Aeromonas sobria JC18 destacou-

se como potencial produtora de celulase. Outro estudo foi o de Chakraborty e colaboradores 

(2019), o qual identificaram a cepa Aeromonas hydrophila ASM-S32 como potencial 

celulolítica, através de protocolos semelhantes ao do presente estudo. 

Notavelmente, uma estirpe isolada de esponja do gênero Oscarella coletada em 

Fernando de Noronha, identificada como Vibrio harveyi 70AG-2A, registrou valor do IE de 

12,5 para agarase. Embora a literatura sobre produção de agarase por Vibrio harveyi seja 

limitado. Um estudo de Fukasaw e Kobayashi (1986), relatou o isolamento 145 estirpes de água 

superficial costeira, em Itoh, Japão. A seleção de bactérias produtoras de agarase foi realizada 

utilizando um meio com ágar como substrato. Após a incubação a 25 °C durante 48 h, foi 

possível observar depressões causadas pela atividade agarolítica. Dentre essas bactérias com 

potencial atividade, uma foi identificada como V. harveyi. 

No estudo de Cheba (2021), observou-se uma abordagem metodológica semelhante à 

nossa em termos de isolamento e triagem enzimática. As amostras de água, oriundas do Mar 

Vermelho no Egito, foram diluídas e semeadas em meio específico para detecção de agarase, 

contendo 1,5% de ágar como única fonte de carbono e 0,05% de extrato de levedura, dissolvidos 

em água do mar artificial. Das 42 estirpes bacterianas avaliadas para produção de agarase, cuja 

atividade foi revelada com lugol, a estirpe marinha R1 se sobressaiu. Esta, pertencente ao 

gênero Vibrio, demonstrou uma notável capacidade de produção de agarase, ao apresentar uma 

considerável zona clara ao redor da colônia bacteriana. 

Um desafio enfrentado foi no preparo do meio de Nakamura utilizado para a 

identificação de bactérias produtoras de alginato-liase. Um problema era ajustar o pH desse 

meio, que contém azul de bromotimol. Suspeita-se que algum componente do meio possua 

atividade tamponante, o que dificulta a padronização do pH. Em resumo, embora tenham sido 

encontrados obstáculos durante o estudo, as soluções propostas têm o potencial de otimizar 

pesquisas futuras. A experiência adquirida destaca a importância do constante aprimoramento 

e adaptação em pesquisa científica. 

As perspectivas futuras deste trabalho incluem seguir com análise da produção 
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enzimática, particularmente avaliando a atividade em meio líquido das estirpes que se 

destacaram na produção em meio sólido. Isso porque a literatura frequentemente relata que, em 

etapas subsequentes, a produção em meio líquido das estirpes promissoras será conduzida com 

o intuito de melhor compreender e caracterizar suas atividades enzimáticas. A eficácia dos 

rastreamentos de enzimas em meios sólidos é amplamente reconhecida. Após essa seleção 

inicial, o cultivo em meio líquido torna-se essencial para validar a produção de enzima. Dessa 

forma, essa etapa subsequente é necessária para determinar se há características bioquímicas 

necessárias e benéficas para o uso desses biocatalisadores microbianos em aplicações 

industriais (Fasim, More e More, 2021). 

Embora preliminar, esta pesquisa produziu achados que podem sugerir uma avaliação 

mais aprofundada do potencial enzimático de bactérias associadas às esponjas Oscarella de 

diferentes locais e condições. Nesta lógica, o presente estudo destaca-se por ser um dos 

pioneiros ao realizar um rastreio extensivo de enzimas produzidas por bactérias cultiváveis de 

esponjas Oscarella, principalmente, por se tratar de algumas esponjas cavernícolas.  

7 CONCLUSÕES 

Este estudo obteve sucesso na reativação, isolamento e identificação de bactérias associadas 

a esponjas marinhas do gênero Oscarella, provenientes de Cabo Frio (Brasil), Marselha 

(França) e do Arquipélago de Fernando de Noronha (Pernambuco, Brasil). Durante a triagem 

enzimática, os meios de triagem para atividade de alginato-liase foram padronizados nesse 

estudo, após leituras de artigos científicos e extensivos testes. Dessa forma, foi possível 

observar que as bactérias isoladas dessas esponjas apresentam um potencial significativo para 

a produção de diversas enzimas, incluindo amilase, agarase, alginato-liase, celulase, lipase, 

esterase e peptidase, com destaque para atividades simultâneas em várias dessas enzimas. 

Especialmente nas bactérias isoladas de Oscarella coletadas em Fernando de Noronha, onde 

observou-se uma variedade notável de atividades enzimáticas, com algumas estirpes 

demonstrando potencial para até quatro enzimas diferentes. A identificação dessas bactérias 

isoladas de Oscarella nas coletas de Fernando de Noronha, por MALDI-TOF MS, revelou uma 

predominância de Acinetobacter venetianus e Vibrio harveyi. A análise comparativa da 

atividade enzimática dessas bactérias de diferentes localidades destacou a diversidade 

biotecnológica presente e a possível influência das condições de cada ambiente. Este estudo, 

portanto, contribui significativamente para o conhecimento sobre a diversidade enzimática de 

bactérias associadas a esponjas marinhas, destacando-as como importantes reservatórios para a 

biotecnologia. 
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9 ANEXOS 

 
ANEXO 1: Meios de cultura 

ASW = (do inglês, <artificial seawater=, água do mar artificial).* 

*Utilizado para as estirpes isoladas no Marine, Marine diluído, Meio Mineral Mínimo acrescido 

de ágar ou alginato-liase 

ASW (do inglês, <artificial seawater=, água do mar artificial) 

NaCl.....................................2,338% 

MgSO4.7H2O......................0,493% 

MgCl2.6H2O........................ 0,407% 

CaCl2.H2O...........................0,147% 

KCl.......................................0,075% 

NaHCO3...............................................0,017% 

Ágar........................................1,5% 

H2O deionizada......................1.000 mL 

AGARASE 

Meio de isolamento de Hu: ASW + Ágar 1,5% (m/v) (Hu et al., 2008) 

NaCl................................2,338% 

MgSO4.7H2O...................0,493% 

MgCl2.6H2O.....................0,407% 

CaCl2.H2O........................0,147% 

KCl...................................0,075% 

NaHCO3.................................0,017% 

Ágar....................................1,5% 

H2O deionizada...................1.000 mL 
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Meio Mineral Mínimo + Ágar 1,5% (m/v)  

(Thomas et al., 2011)  

NaCl...................................2,47% 

MgSO4 .7H2O......................0,63% 

NH4Cl..................................0,2% 

MgCl2 .6H20..........................0,46% 

CaCl2.H2O.............................0,06% 

KCl.........................................0,07% 

NaHCO3...............................................0,02% 

K2PO4.....................................................1,5% 

Extrato de levedura...............0,3% 

FeSO4......................................................0,002% 

Ágar........................................1,5% 

H2O........................................1.000 mL 

ALGINATO-LIASE 

Meio Mineral Mínimo + Ágar 1,5% (m/v) + Alginato de sódio 1,0% (m/v)  

(Thomas et al., 2011) 

NaCl.....................................2,338% 

MgSO4.7H2O......................0,493% 

MgCl2.6H2O........................0,407% 

CaCl2.H2O..........................0,147% 

KCl.....................................0,075% 

NaHCO3............................................0,017% 

Alginato de sódio.................1% 
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Ágar.......................................1,5% 

H2O deionizada.................1.000 mL 

Meio contendo alginato de sódio e azul de bromotimol  

(Nakamura, 1987) 

Alginato de sódio..................1% 

Azul de bromotimol.............0,003% 

Peptona.................................0,05% 

Ágar.......................................1,5% 

H2O........................................1000 mL 

AMILASE 

LB + Amido 0,2% (m/v)  

(Hankin e Anagnostakis, 1975).  

*Para bactérias isoladas nos meios BHI e BHI diluído  

Meio A1 (DSMZ Medium 1054) (Atlas, 2010) 

*Para bactérias isoladas de Marine, Marine 1:10, Meio Mineral Mínimo acrescido de ágar ou 

alginato de sódio 

Amido...............................1% 

Extrato de levedura..........0,4% 

Peptona.............................0,2% 

Ágar.................................1,5% 

ASW&.............................1.000 Ml 

CELULASE 

CMC Ágar (Kasana et al., 2008) 

NaNO3.................................0,2% 

K2HPO4.............................. 0,1% 
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MgSO4.................................0,05% 

KCl.......................................0,05% 

Peptona..................................0,02% 

Carboximetilcelulose..............0,2% 

Ágar.........................................1,5% 

H2O..........................................1.000 mL 

LIPASE/ESTERASE 

Meio de Sierra (Sierra, 1957)  

Peptona.............................1% 

NaCl...............................0,05% 

CaCl2.H2O......................0,01% 

Ágar.................................1,5% 

H2O.................................1.000 mL 

Preparo: Ao meio recém-esterilizado e a uma temperatura de 50ºC, acrescentar Tween 80 

(substrato para lipase) e Tween 20 (substrato para esterase) a uma concentração final de 1,0% 

(v/v). 

PEPTIDASE 

Skim Milk Agar (Atlas, 1997) 

Peptona.............................0,5% 

Extrato de levedura...........0,3% 

Leite desnatado em pó........0,1% 

Ágar.....................................1,5% 

H2O.......................................1.000 mL 


