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RESUMO 

Os ninhos de espuma são um dos modos de reprodução da classe dos anfíbios usados como 

estratégia para aumentar a possibilidade de fertilização dos ovos. Essas bioespumas atuam na 

proteção dos ovos e girinos, além de fornecer oxigênio; sendo sua estrutura e composição 

bioquímica essenciais para sua função. Os ninhos de espumas possuem como componentes 

principais proteínas surfactantes e carboidratos, além de possuir uma comunidade microbiana. 

Até o momento, não existem estudos sobre a microbiota associada aos ninhos de espuma e o 

seu papel no desenvolvimento dos girinos. O objetivo do atual estudo foi conhecer a microbiota 

cultivável dos ninhos de espuma de Leptodactylus vastus e Physalaemus cuvieri e prospectar 

enzimas com potencial biotecnológico. Para tanto, as bioespumas foram coletadas na Reserva 

Particular do Patrimônio Natural de Monte Alegre, na serra de Pacatuba/CE. Após a retirada 

dos resíduos sólidos presentes nos ninhos de espuma, as amostras foram diluídas seriadamente 

e plaqueadas usando a técnica de spread plate. Para fins comparativos, as amostras de água da 

poça de P. cuvieri e do solo da poça de L. vastus também foram plaqueadas. Após contagem de 

viáveis totais, os morfotipos encontrados nas placas da bioespuma foram isolados e 

armazenados em estoque glicerol 20% (v/v) nos freezers -80 °C. Os isolados tiveram seu DNA 

extraído por termólise e CTAB 2X, seguido da amplificação do gene rRNA 16S por PCR e 

sequenciamento pelo método de Sanger. Para os testes enzimáticos, os isolados foram 

cultivados em placas de ATGE suplementadas com tributirina (0,1% v/v), amido (0,1% p/v), 

gelatina (3% p/v) e leite desnatado (1% p/v), para verificar as atividades lipásicas, amilásicas e 

proteásicas, respectivamente. As colônias das placas de ninhos apresentaram uma média de 

contagem de viáveis de 2,82 x 107 UFC/ mL em P. cuvieri e 2,74 x 107 UFC/ mL em L. vastus, 

enquanto as culturas crescidas provenientes de amostras do ambiente tiveram 3,33 x 104 UFC/ 

mL para amostras de água de P. cuvieri e 1,41 x 106 UFC/ mL para amostras do solo da poça 

de L. vastus, apresentando uma diferença de unidades formadoras máxima de 1000 vezes maior 

do que as colônias de água e mínima de 10 vezes maior do que as de solo. Foram isolados 153 

morfotipos e a identificação molecular mostrou a presença 32 gêneros de bactérias presentes 

nos dois ninhos, sendo 11 deles comuns nas duas espécies. Nas atividades enzimáticas, dos 

isolados de P. cuvieri 23 apresentaram resultados positivos para amilases, 66 para proteases e 

56 para lipídios. Já os isolados de L. vastus, 14 apresentaram atividades amilásicas, 45 

proteásicas e 41 para lipídios. Nossos resultados fornecem informações inéditas acerca da 

microbiota cultivável dos ninhos de espuma de P. cuvieri e L. vastus, demonstrando o seu 

potencial para descoberta de novas biomoléculas com potencial biotecnológico.  

 

Palavras chaves:  anfíbios, biomoléculas, gene 16S, microbiota.   



ABSTRACT 

Foam nests are one of the many reproductive mode found in amphibians, constituting a strategy 

to increase egg fertilization. They are known to protect eggs and tadpoles against UV radiation, 

predators and to provide oxygen supply. For these functions, its biochemical composition and 

structure are essential. Frog foam nests have as major components surfactant proteins and 

carbohydrates, besides a microbial community. So far, there are no studies concerning the 

associated microbiota in foam nests and their role in tadpole development nor they 

biotechnological potential. Hence, this study aimed to identify the cultivable foam nests 

bacterial community of Leptodactylus vastus and Physalaemus cuvieri and to prospect enzyme-

producing microorganisms of biotechnological interest. Frog foams nests were collected at the 

na Reserva Particular do Patrimônio Natural de Monte Alegre, in Pacatuba/CE. Samples were 

serially diluted and plated using the spread plate technique. For comparative purposes, water 

and soil samples where the nests of were placed were also plated. After total viable counting, 

the morphotypes found in the foam nests plates were isolated and stored in glycerol 20% (v/v) 

stock in freezers at -80° C. The isolates had their DNA extracted by thermolysis and CTAB 2X, 

followed by the 16S rRNA gene amplification and sequencing by the Sanger method. For 

enzymatic tests, isolates were grown in ATGE plates supplemented with tributyrin (0.1% v/v), 

starch (0.1% w/v), gelatin (3% w/v) and skim milk (1 % w/v), to verify lipase, amylase and 

protease activities, respectively. The nests had a viable count average of 2.82 x 107 CFU/mL 

for P. cuvieri and 2.74 x 107 CFU/mL for L. vastus, while environmental samples had 3.33 x 

104 CFU/mL in water where the foam nest of P. cuvieri was disposed and 1.41 x 106 CFU/mL 

for the soil where the foam nest of L. vastus was disposed. Compared with the water and soil 

samples, the foam nests presented approximately 1000 times greater than those of the water and 

10 times larger than the soil. A total of 153 morphotypes were isolated and molecular 

identification showed the presence of 32 genera of bacteria, in which 11 were common for both 

species. In the enzymatic activities, 23 isolates of P. cuvieri showed positive results for amylase, 

66 for proteases and 56 for lipases. On the other hand, L. vastus showed 14 amylase, 45 

proteases, and 41 lipases. Our results show that foam nests provide a selection environment for 

microorganisms with biotechnological potential for the discovery of novel biomolecules. 

 

Key Words: amphibian, biomolecules , gene 16S, microbiota.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

Os ninhos de espuma possuem um papel importantíssimo no ciclo de vida dos 

anfíbios, uma vez que conferem abrigo aos ovos depositados. Além disso, o ninho de espuma  

protege os ovos contra os raios ultravioletas (HISSA et al., 2008), de predadores e efeitos de 

dessecação, inclusive, aumenta a possibilidade de fertilização e o fornecimento de oxigênio 

(ARZABE, 2009). Igualmente as suas funções, os ninhos também representam uma das formas 

de reprodução dos anfíbios, sendo esse conhecimento essencial para conservação dessas 

espécies diante do grande declínio populacional que esse grupo veem enfrentando. O principal 

responsável por essas ameaças emergentes é o fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd),  

um patógeno aquático que infectou a pele desses animais ao longo dos últimos anos, levando 

ao declínio de 501 espécies e 90 a extinção (SCHEELE et al., 2019). 

Apesar do impacto dessa doença nos anfíbios, existem poucos estudos sobre o 

monitoramento do fungo no Brasil. No país existem cerca de 800 espécies descritas, sendo que 

aproximadamente 500 são endêmicas e estão em constante risco de declínio (VERDADE; 

DIXO; CURCIO, 2010). Como exemplo podemos destacar 20 espécies da família 

Leptodactylidae que já foram vitimadas pelo fungo (OLSON, D. Y RONNENBERG, 2014). 

Sobretudo, a espécie Physalaemus cuvieri que já teve a morte de indivíduos causada pela 

infecção com o fungo Bd. Por outro lado, a espécie endêmica do nordeste brasileiro 

Leptodactylus vastus não possui registro de morte causada pela doença (MESQUITA et al., 

2017).  

Por isso, várias estratégias para a conservação dessas espécies estão sendo 

pesquisadas, dentre elas o conhecimento da microbiota da pele dos anfíbios (CIKANEK et al., 

2015; FLECHAS et al., 2018; HOLDEN et al., 2015; REBOLLAR et al., 2019). Esses estudos 

levaram a descoberta de que alguns microrganismos presentes conseguiam inibir o crescimento 

do fungo in vitro e in vivo (LAM et al., 2010). Entretanto, o insucesso do uso dessas bactérias 

como probiótico para tratamento em algumas espécies ameaçadas (WOODHAMS et al., 2019) 

levantou dúvidas sobre a dinâmica dessa comunidade bacteriana e dos fatores que podem 

influenciar a sua permanência na pele desses animais. Dessa forma, alguns pesquisadores 

destacaram que microrganismos presentes em estágios de desenvolvimento ou crescimento 

poderiam ser melhores alvos probióticos (REBOLLAR et al., 2016).  

Por isso, os ninhos de espuma são ambientes propícios para a busca de 

microrganismos que sejam probióticos mais eficazes. Apesar de existirem vários estudos sobre 

a função ecológica dos ninhos de espumas, o conhecimento da comunidade bacteriana presente 

neles (HISSA et al., 2008) ainda representa uma lacuna.  Diante isso, o presente estudo pretende 
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conhecer a comunidade bacteriana cultivável do ninho de espuma de duas espécies de anuros, 

além de prospectar microrganismos capazes de produzir moléculas com potencial 

biotecnológico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(

b) 



   15 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 

2. 1 Ameaças aos anfíbios e a busca por probióticos mais eficazes 

A classe Amphibia é composta por uma grande diversidade de sapos, rãs, pererecas 

e salamandras. Conhecidos pela habilidade de viverem em diferentes habitats durante o seu 

ciclo de vida, onde na fase adulta vivem na terra e a na fase larval em água. Essa dualidade 

possibilitou que estes animais desenvolvessem algumas estratégias de sobrevivência durante a 

sua evolução (HOPKINS, 2007). 

Os anfíbios são considerados organismos modelos contribuindo em diversas áreas 

de estudos (FIGURA 1). Por muitos anos, pesquisadores utilizaram os anfíbios para entender 

como a competição entre presa e predador influenciava na dinâmica estrutural da comunidade 

(PECHMANN et al., 1991). Outros estudos foram realizados utilizando esses organismos como 

bioindicadores de mudanças climáticas, devido ao modo de respiração cutânea, servindo assim 

para detecção de uma determinada condição ambiental no ecossistema, como exemplo a 

influência de pesticidas (HOPKINS, 2007; RELYEA; SCHOEPPNER; HOVERMAN, 2005). 

A pele dos anfíbios também é alvo de estudos para a produção de produtos biotecnológico, onde 

a secreção da pele de Phyllomedusa bicolor, conhecido na cultura indígena como Kombô é 

usado como medicamento, sendo capaz de inibir o crescimento da bactéria Pseudomonas 

aeruginosas e do protozoário Trypanosoma cruzi (SILVA; MONTEIRO; BERNARDE, 2019).  

Figura 1 – O impacto dos anfíbios em diversas áreas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Fonte: Adaptado de Amphibians Org ( https://www.amphibians.org). 
 

https://www.amphibians.org/
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Apesar dos anfíbios possuírem uma grande importância ecológica, agindo como 

bioindicadores da qualidade ambiental, essa característica também os torna sensível as 

mudanças climáticas e poluições ambientais, sendo esses uns dos fatores que levaram a extinção 

de alguns indivíduos dessa classe (ALFORD, 2011). Entretanto, esses fatores não podem ser 

comparados ao impacto causado pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), que causou 

o declínio de 501 espécies e levou 90 delas a extinção, sendo vitimadas por infecções na pele 

queratinizada dos anfíbios ao longo dos últimos anos (SCHEELE et al., 2019). O principal 

mecanismo de virulência do Bd é a produção de uma mistura complexa de proteínas e a 

formação de biofilme, capazes de vencer o sistema imunológico do anfíbio e causar alterações 

osmóticas, resultantes das rupturas nas junções epidérmicas, seguidas de apoptose celular e 

degradação de proteínas da resposta imune (BRUTYN et al., 2012; ROLLINS-SMITH et al., 

2019). Essa dermatomicose pode ser evidenciada por mudanças da epiderme, como a 

despigmentação (FIGURA 2), porém, o efeito da doença é diferenciado nos diferentes estágios 

do ciclo de vida desses animais. Em geral, indivíduos adultos e metamorfos são susceptíveis as 

infecções, enquanto a maioria dos girinos sobrevivem por possuírem queratina apenas no 

aparelho bucal, porém podem atuar como reservatórios dos zoósporos do fungo (VIEIRA et al., 

2013).  

Além do estágio de vida, outros fatores como temperatura, altitude e tamanho do 

corpo do anfíbio também influenciam no sucesso da infecção pelo patógeno (ROZNIK, 2019). 

A ocorrência do fungo Bd tem sido observada em todos os continentes, exceto na Antártica 

(SANTOS, 2018). Mediante o impacto causado por esse patógeno, várias estratégias para a 

conservação das espécies de anfíbios têm sido avaliadas, principalmente em relação ao 

monitoramento quanto à presença do fungo e o estudo da microbiota associada a pele desses 

organismos. A origem do Bd continua desconhecida, entretanto, é uma ameaça antiga a 

biodiversidade desses anuros. No Brasil, a sua presença foi relatada em exemplares de museus 

originados da Mata Atlântica brasileira, datados de 1894 (RODRIGUEZ et al., 2014). 
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Figura 2 - Litoria caerulea infectada por Batrachochytrium dendrobatidis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (WRIGHT, 2013). 

 

Apesar da abrangência e relato prévio dessa doença, existem poucos registos da 

presença desse fungo patógeno no Nordeste brasileiro. As espécies estudadas nesse trabalho 

são endêmicas do Nordeste brasileiro e pertencentes a família Leptodactylidae, da qual 20 das 

espécies desse grupo foram vitimadas pelo fungo (OLSON, D. Y RONNENBERG, 2014). 

Porém, a espécie Leptodactylus vastus não possui registro de morte causada pelo fungo, mas os 

anfíbios da espécie Physalaemus cuvieri já tiveram indivíduos relatados com a doença  

(MESQUITA et al., 2017).  

Além do monitoramento, pesquisadores relataram que algumas bactérias presentes 

na microbiota da pele desses animais são capazes de inibir o crescimento do Bd in vitro e in 

vivo. As principais bactérias relatadas até o momento são dos gêneros Pseudomonas, 

Aeromonas, Chromobacterium e Stenotrophomonas sendo bastante abundantes nessa 

microbiota (KRUGER, 2019; MULETZ-WOLZ et al., 2017; REBOLLAR et al., 2019). 

Objetivando a criação de um levantamento desses isolados que inibem Bd, foi criado o 

“Antifungal Isolates Database” (http://esapubs.org/archive/ecol/E096/059/metadata.php), onde 

foi armazenado a sequência do gene RNAr 16S desses isolados, assim como informação sobre 

a origem e porcentagem de inibição do Bd (WOODHAMS et al., 2015). Apesar da importância 

do uso de metagenômica para conhecer esses microrganismos, também se faz necessário o 

cultivo em laboratório dessas comunidades, uma vez que Kruger (2019) observou que uma 

mesma Unidade Operacional Taxonômica (OTU) pode possuir diferentes níveis de inibição 

http://esapubs.org/archive/ecol/E096/059/metadata.php
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contra o fungo. Dessa forma, entender a relação da microbiota dos anfíbios com o patógeno 

pode ser uma das formar de se conservar esses anfíbios (REBOLLAR; HARRIS, 2019). 

Espécies diferentes de anfíbios ou até mesmo indivíduos da mesma espécie, que 

estejam expostos a elementos ambientais diferentes, podem possuir comunidades bacterianas 

diferentes na sua pele (HERNÁNDEZ-GÓMEZ et al., 2017). Apesar da evidência de vários 

isolados capazes de inibir o Bd, o sucesso no uso deles como probióticos não é constante. 

Algumas espécies foram capazes de sobreviver a infecção após o uso da técnica de bioaumento 

(BLETZ et al., 2013; HARRIS et al., 2006), entretanto esses probióticos não foram efetivos em 

outras espécies de hospedeiros (KÜNG et al., 2014). Por isso, pesquisadores acreditam que 

comunidades bacterianas que tenham contato com os diferentes estágios de desenvolvimento e 

crescimento dos anfíbios, podem ser probióticos mais eficazes (REBOLLAR et al., 2016).  

Por isso, se faz necessário encontrar microrganismos residentes da microbiota dos 

anfíbios que preencham essas características, principalmente, em estágios iniciais de 

desenvolvimento. Por isso, sabendo que durante a sua fase larval alguns indivíduos dessa ordem 

são protegidos por emulsões estáveis chamadas de ninhos de espuma, onde permanecem 

durante toda a sua fase larval (POMBAL; HADDAD, 2005) e que existe uma microbiota 

associada a essas emulsões (HISSA et al., 2008), esses ninhos são ótimos locais de prospecção 

de probióticos que se adequem a essas características necessárias.  

Dentre os anuros, apenas quatro famílias são capazes de produzir ninhos de espuma 

sendo elas: Hyperoliidae Laurent, 1943, Leptodactylidae Werner, 1896, Limnodynastidae 

Lynch, 1969 e Rhacophoridae Hoffmann, 1932. As espécies de anuros representantes dessas 

famílias possuem diferentes modos de formação e local de depósito do ninho de espuma que 

ajudam a vencer barreiras estabelecidas pelo ambiente, como regiões com pouca chuvas ou alta 

umidade (DUELLMAN, 1989; WILLIAM E. DUELLMAN, 1994).  

 
A construção da bioespuma é realizada no momento do amplexo, durante esse 

momento a fêmea produz um líquido cloacal rico em proteínas surfactantes e o macho e/ou a 

fêmea fazem movimentos repetitivos com as patas para incorporar o ar e criar a emulsão. O 

local de deposição desses ninhos pode variar de acordo com a dependência de água entre as 

famílias, sendo classificados em aquático (poças d’água ou correntezas) como o que acontece 

com as espécies da família Leptodactylidae (FIGURA 3), terrestre (construção de covas) 

(FIGURA 4) e arbóreos (FIGURA 5) (DALGETTY; KENNEDY, 2010).  
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Figura 3 – Leptodactylus vastus e o seu ninho de espuma em poça d’água 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: (HISSA et al., 2008) 
 
Figura 4 – Adenomera hylaedactyla e seu ninho de espuma terrestre 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Saulo Gonçalves (2017).   

Figura 5 – Rhacophorus omeimontis durante amplexo e o seu ninho de espuma arbóreo 

Fonte: (ZHANG et al., 2019) 
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A estratégia de produção de ninhos de espuma confere várias vantagens a esses 

animais, apesar de ser um processo dispendioso energeticamente para o organismo. Os ninhos 

fornecem proteção aos ovos contra raios ultravioletas, predadores e efeitos de dessecação 

(FLEMING et al., 2009; HISSA et al., 2008). Também aumentam a difusão do oxigênio, 

aumentam a possibilidade de fertilização (ARZABE, 2009) e, além disso, conferem estabilidade 

térmica para o desenvolvimento dos ovos (AMÉZQUITA, 2015) e reservas alimentares para os 

girinos (PEREIRA et al., 2017).  

As funções dos ninhos de espuma estão diretamente relacionadas com a sua 

composição. Os ninhos são formados principalmente de proteína com atividade surfactante, 

carboidratos e lectinas. As proteínas surfactantes e lectinas ajudam a formar e manter a estrutura 

do ninho de espuma durante vários dias (ALCAIDE; LAVILLA; ALCAIDE, 2009; FLEMING 

et al., 2009; HISSA et al., 2016). Por outro lado, Zhang (2019) também evidenciou a presença 

de genes de proteínas relacionados a resposta imunológica, analisando o transcriptoma do 

oviduto da espécie de anuro Rhacophorus omeimontis durante e após a formação do ninho de 

espuma. Essa evidência sugere uma transferência de anticorpos da fêmea para o ninho de 

espuma, conferindo imunidade para os girinos durante a maturação do seu sistema imune.  

Diante disso, o estudo da microbiota presente no ninho de espuma faz-se importante 

por não se conhecerem a classificação e a diversidade desses microrganismos. Se eles possuem 

um papel no desenvolvimento ou na proteção desses anfíbios durante a sua fase larval, assim 

como, não se conhece o repertório enzimático ou outras biomoléculas produzidas por eles, 

sendo essa emulsão uma ótima fonte de prospecção para aplicações biotecnológicas.  

 

2. 2 As enzimas e as suas aplicações na indústria   

  

As enzimas são catalisadores biológicos extremamente poderosos, tendo em vista 

que os substratos em condições biológicas são estáveis, com reações lentas e quase impossíveis 

de serem transformados em produtos nessas condições. Sem a catálise enzimática, nenhum dos 

processos biológicos aconteceriam no tempo necessário para manter a homeostase do sistema 

biológico (NELSON; COX, 2014). Dessa forma, a rapidez, a especificidade e a substituição de 

processos químicos com resíduos poluentes favoreceram o crescimento exponencial das 

enzimas no mercado mundial (KAMBLE; SRINIVASAN; SINGH, 2019). As empresas que se 

destacam no mercado buscam por enzimas de fácil produção e purificação, além de novas 

enzimas com características que diminuíam o custo do produto final nas indústrias 

(ZAVALETA, 2006). Por exemplo, uma enzima que revolucionou a área da biologia molecular 
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foi a DNA Polimerase produzida pela bactéria termófila Thermus aquaticus (SAIKI et al., 

1988), que possui uma meia vida de 40 min a 94º C.  

Essa constante busca por enzimas diversas levou as empresas como a Novozymes 

S/A (sede situada na Dinamarca) a suprirem 47% do mercado enzimático em 2009 

(GOYTACAZES; AGOSTO, 2012). O valor econômico das enzimas se torna claro, uma vez 

que o mercado enzimático teve um crescimento estimado em US$ 5 bilhões de dólares em 2016 

e possui a previsão de crescimento em 2020 de US$ 7 bilhões de dólares (SHARMA et al., 

2019). Dentro desse mercado, merecem destaque as enzimas hidrolases tais como: proteases, 

amilases e lipases devido à sua diversidade de aplicações (TABELA 1). Sendo as hidrolases de 

origem microbiana as principais enzimas utilizadas na indústria biotecnológica (ADRIO; 

DEMAIN, 2014). 

A grande diversidade enzimática, assim como a facilidade e o aumento da produção 

em larga escala despertam o interesse dos pesquisadores para prospectar enzimas microbianas 

que supram a necessidade das indústrias mais facilmente do que as oriundas de vegetais ou 

animais. 

 

Tabela 1 – Aplicações das hidrolases microbianas na indústria 

Hidrolases  Aplicações Referência 

Proteases 

Produtos de limpeza  (MAURER, 2004) 

Tratamento de águas residuais (N. JISHA et al., 2013) 

Recuperação da prata a partir de filmes de 
raio-X usados 

(GUPTA; BEG; LORENZ, 
2002) 

Síntese de Proteínas (DE SOUZA et al., 2015) 

Amaciar carnes e coagulação de queijos 
(SINGH; SINGH; PANDEY, 

2019) 

Amaciamento de jeans 
(NAJAFI; DEOBAGKAR; 

DEOBAGKAR, 2005a) 

Fortificação de sucos de Frutas 
(SINGH; SINGH; PANDEY, 

2019) 

Limpadores para lente de contato 
(NAJAFI; DEOBAGKAR; 

DEOBAGKAR, 2005a) 

Tratamento de câncer, inflamações e 
tumores 

(KUCEROVA; 
CERVINKOVA, 2016) 

Amilases 

Indústria de papel e celulose (LI et al., 2012) 

Aditivo em detergentes 
(NAJAFI; DEOBAGKAR; 

DEOBAGKAR, 2005b) 

Sacarificação do amido 
(GOYTACAZES; AGOSTO-, 

2012) 

Produção de cervejas (PANDEY et al., 2000) 
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Produção de ciclodextrinas 
(GOYTACAZES; ABRIL, 

2006) 

Aumentar a qualidade nutricional de 
alimentos  

(CHAKRAVARTHI; 
KAPOOR, 2015) 

Produção de Álcool (KNOB, 2019) 

Lipases 

Biorremediação de águas contaminadas 
com óleos 

(ADRIO; DEMAIN, 2014) 

Produção de biodiesel (JAEGER; EGGERT, 2002) 

Transesterificação de óleos 
(HASAN; SHAH; HAMEED, 

2006) 

Produção de tecidos a partir de PET 
(NA; VO; INDUSTRIJA, 

2011) 

Aditivos em detergentes 
(ITO; KOBAYASHI; ARA, 

1998) 

Biosensores  (POHANKA, 2019) 
Fonte: elaborado pela autora 

 
As proteases são amplamente produzidas por microrganismos, uma vez que fazem 

parte de processos essenciais para o seu desenvolvimento e crescimento celular, como 

esporulação, renovação proteica, maturação de enzimas e a absorção e utilização de produtos 

hidrolisados (GUPTA; BEG; LORENZ, 2002). Devido essas funções, as proteases microbianas 

possuem aplicações em diferentes setores industriais, representando aproximadamente 65% do 

mercado mundial (VISHWANATHA; RAO; SINGH, 2010). Dentre os microrganismos, os 

gêneros de bactérias mais utilizados para produção de proteases são: Bacillus, Lactobacillus, 

Microbacterium e Pseudomonas (SINGH; SINGH; PANDEY, 2019).  

Por ser um carboidrato de reserva, o amido é encontrado em diversos substratos, e 

os microrganismos usam as amilases para tornar essas reservas disponíveis como fonte de 

carbono (GOYTACAZES; ABRIL, 2006). As amilases microbianas substituíram o uso de 

hidrólise química nas indústrias de processamento de amido (NAJAFI; DEOBAGKAR; 

DEOBAGKAR, 2005b), sendo responsáveis por uma hidrólise mais específica e sem resíduos 

poluentes. Além disso, a hidrólise química tem a desvantagem de produzir uma coloração 

indesejada no produto (TAYLOR et al., 1995). Portanto, essas enzimas são bastante úteis para 

diversos processos industriais, representando 25% do mercado enzimático global. Os gêneros 

de bactérias Bacillus, Caldimonas, Chromohalobacter, Pseudomonas, Geobacillus e 

Aeromonas são preferidos pela indústria devido a facilidade e volume de produção (SINGH; 

SINGH; PANDEY, 2019). 

Por fim, as lipases são o terceiro grupo de enzimas mais procurado para aplicações 

industriais (MESSIAS et al., 2011), possuindo propriedades enzimáticas bastante diversificadas 

sendo desejável sua atividade em solventes orgânicos (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). 
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Além da sua importância industrial, as lipases apresentam mecanismos de defesa para os 

microrganismos pois, essas enzimas são capazes de causar danos na estrutura das células, 

permitindo que bactérias patogênicas usem essa vantagem durante o estabelecimento no 

organismo hospedeiro (STEHR et al., 2003). Pseudomonas, Burkholderia, Chromobacterium, 

Serratia, Bacillus, Geobacillus, Staphylococcus, Streptomyces, Acinetobacter e Enterococcus 

são os gêneros mais comumente utilizados para a produção de lipases (HASAN; SHAH; 

HAMEED, 2006; JAEGER; EGGERT, 2002). 

Ademais, enzimas podem ser modificadas e produzidas pela tecnologia do DNA 

recombinante em laboratório, melhorando o rendimento ou facilitando a produção de proteínas 

com extração e purificação complicada através da sua expressão heteróloga, sendo expressas 

em células hospedeiras que facilitem as etapas de purificação.  

Apesar da imensa diversidade biológica do Brasil e disponibilidade de diversos 

hábitats para prospecção, o país está longe de suprir as demandas internas. Isso pode ser 

observado pelos valores de importações de enzimas que chegaram a US$ 36,39 milhões até 

setembro de 2019, enquanto os dados de exportações nesse mesmo período não foram nem 

apresentados (Ministério da Economia, 2019). Portanto, é justificado o isolamento de novas 

enzimas por pesquisadores brasileiros para que possa assim, suprir as demandas do mercado 

Brasileiro e aumentar a representatividade do país nesse setor, com enzimas que desenvolvam 

processos com mais eficiência e maior custo benefício que as importadas.  
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3. OBJETIVOS 
 

Isolar e identificar bactérias cultiváveis dos ninhos de espuma das espécies 

Physalaemus cuvieri e Leptodactylus vastus, a fim de avaliar o potencial biotecnológico e a 

importância desses microrganismos na manutenção e conservação da biodiversidade dos 

anuros. 

 

3.1 Objetivos específicos  

1. Isolar bactérias dos ninhos de espuma das espécies de anuros P. cuvieri e L. vastus; 

2. Produzir uma coleção de isolados bacterianos; 

3. Identificar por meio do gene 16S rRNA as bactérias isoladas dos ninhos de espuma de P. 

cuvieri e L. vastus; 

4. Realizar testes enzimáticos (proteásica, amilásica e lipásica) com os morfotipos bacterianos 

isolados dos ninhos de espuma de P. cuvieri e L. vastus. 
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4. METODOLOGIA  
 

4.1 Área de Estudo e coleta dos ninhos de espuma 

 

A coleta dos ninhos de espuma foi realizada na Reserva Particular do Patrimônio 

Natural de Monte Alegre (RPPN Monte Alegre – Latitude: 03º 95´S & Longitude: 38º 54´W), 

serra de Pacatuba-CE, Brasil, localizada a 30 Km de Fortaleza. A RPPN Monte Alegre é uma 

área privada que abriga uma grande diversidade e riqueza de organismos de diferentes táxons, 

dentre estes, os anuros. O período da coleta dos ninhos de espuma foi no início do período 

chuvoso no mês de janeiro de 2019. As amostras dos ninhos de espuma das espécies de anuros 

Physaelamus cuvieri e Leptodactylus vastus foram coletados em poça de água, e em cova com 

solo úmido, respectivamente. Em seguida, foram coletadas e armazenadas em tubos estéreis, 

bem como, amostras da água e do solo em que se encontravam depositados os ninhos. As 

amostras dos ninhos de espuma, água e solo coletadas foram mantidas em temperatura ambiente 

e levadas ao Laboratório de Recursos Genéticos (LaRGen) do Departamento de Biologia da 

Universidade Federal do Ceará (UFC). No Laboratório, as amostras foram armazenadas em 

freezer – 20 C para posteriores análises. As coletas realizadas seguiram as normas da legislação 

vigente por meio da autorização e licença SISBIO de número 58036-1, liberada pelo Ministério 

do Meio Ambiente.  

 

4.2 Diluição seriada e plaqueamento  

 

As amostras dos ninhos de espuma passaram por um tratamento preliminar 

utilizando pinças estéreis em condições assépticas para remoção dos resíduos sólidos (folhas e 

galhos). Em seguida, essas foram pesadas utilizando balança analítica, onde 3,97 g foram então 

diluídas em solução salina 0,9% NaCl estéril até a concentração de 10-5. Posteriormente, 1 mL 

da amostra da poça d’água e 4,04 g de solo foram diluídas seriadamente e homogeneizadas 

utilizando salina 0,9% NaCl estéril até 10-4. Foram escolhidas as três últimas diluições de cada 

amostra para serem plaqueadas pelo método de spread plate em meio ATGE (ágar 15 g/L, 

triptona 5 g/L, glicose 1 g/L e extrato de levedura 2,5 g/L) e incubadas em temperatura ambiente 

por 32 horas.  
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4.3 Isolamento dos morfotipos 

 

Para o isolamento dos morfotipos foi realizada contagem de viáveis totais de cada 

uma das placas e calculado as unidades formadoras de colônias por mL para cada uma das 

amostras (bioespuma de L. vastus, bioespuma de P. cuvieri, água e solo). Cada um dos 

morfotipos diferentes foi isolado e descrito conforme as características morfológicas 

(coloração, forma, margem, elevação e aspecto da colônia) encontrados e estriados em novas 

placas, utilizando alças de inoculação estéreis, ficando em incubação na temperatura ambiente 

por 16 horas. Após o crescimento das bactérias, os morfotipos parecidos foram separados em 

grupos para facilitar a comparação entre eles. Cada grupo possuiu uma característica marcante 

(de acordo com a sua coloração) e, assim, foi possível diminuir o número de isolados 

morfologicamente semelhantes. 

 

4.4 Estocagem da coleção bacteriana 

 

Os morfotipos de cada estirpe foram nomeados usando a primeira letra do gênero 

da espécie de ninho que foi isolada e uma sequência numérica, como por exemplo: P10 – 

décimo isolado da espécie de anuro P. cuvieri. Portanto, para estocar os morfotipos diferentes, 

eles foram crescidos em caldo TGE (triptona 5 g/L, glicose 1 g/L e extrato de levedura 2,5 g/L) 

por 16 horas à temperatura de 30°C e 150 rpm. Então, 900 μL de  culturas foram adicionados 

em 600 μL de glicerol 50% (v/v), sendo conservadas na concentração final de glicerol 20% 

(v/v) e armazenadas em tubos criogênicos estéreis no freezer a – 20°C e a – 80°C, para a 

construção das coleções de isolados dos ninhos de espuma das espécies de anuro P. cuvieri e L. 

vastus. 

 

4.5 Extração de DNA  

  

Os morfotipos isolados foram reativados dos estoques em placas de ATGE e 

submetidos à extração do DNA. Para extração do DNA total foram utilizados dois protocolos 

diferentes. Um protocolo baseado em termólise (SÁ et al., 2013), com modificações. A partir 

das culturas crescidas, células de colônias de bacterianas foram diluídas em 400 μL água 

ultrapura estéril em microtubos de 1,5 mL e homogeneizadas com auxílio do vortex. Em 

seguida, foram colocadas no banho seco a 99 ºC por 11 min e posteriormente em freezer a – 80 

ºC por 4 minutos. Após o resfriamento, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 5 min e 

300 μL do sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. O outro protocolo de extração 
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do DNA utilizado foi baseado no método Brometo de cetiltrimetil amônio CTAB 2X 

(WARNER, 1996). A concentração do DNA genômico obtido pelo protocolo Termólise ou 

CTAB foi verificada por meio da medida da absorbância em 260 nm (A260) em 

espectrofotômetro Nanodrop ND100 (Nanodrop, Wilmington, DE, EUA). Já as razões das 

medidas 260/280 e 260/230 forneceram a qualidade do DNA obtido. Após a leitura do DNA 

em espectrofotômetro as amostras foram então diluídas em água ultrapura para a concentração 

de 10 ng/μL e em seguida armazenadas em freezer a – 20 ºC.  

 

4.6 Amplificação do gene ribossomal 16S 

 

Para a amplificação do gene RNAr 16S utilizamos os iniciadores 27F (5’-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG – 3’) (WAWRIK et al., 2005) e 1525R (5’-

AGAAAGGAGGTGATCCAGCC – 3’) (SYUKUR et al., 2014) ou os iniciadores 63F (5ʹ-

CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3ʹ) e 1389R (5ʹ-ACGGGCGGTGTGTGTACAAG-3’) 

(COCARTA et al., 2019). A PCR foi realizada em uma reação com volume total de 75 µL 

seguindo dois parâmetros representados na tabela 2. As reações de PCR foram incubadas em 

termociclador Eppendorf Mastercyler (Epperndorf, Hamburgo, Alemanha) usando a seguinte 

programação:  95 ºC por 2 min, seguido de 30 ciclos de 95 ºC por 1 min, 55 ºC por 1 min, 72 

ºC por 1 min  e 72 ºC por 10 min. Em alguns casos para melhorar a amplificação da reação 

foram utilizadas uma menor concentração de DNA e de primers, assim como um redução do 

tempo de anelamento de 1 min para 30 seg.  

A especificidade da amplificação e o tamanho das sequências de interesse foi 

verificada por meio de eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), corados por SYBR™ safe e 

corridos em tampão  Tris Acetato EDTA (TAE) 0,5 X. Após a exposição do gel a luz UV , 

confirmou-se à amplificação pela presença da banda na região aproximada de 1500 pb, quando 

comparada pelo marcador molecular de 1kb que foi utilizado.  
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Tabela 2– Concentrações finais utilizadas na reação de PCR para 75 μL 

Fonte: elaborado pela autora 

 

4.7 Purificação e precipitação do DNA  

 

Os produtos de PCR com a amplificação confirmada, foram purificados com 

acetato de potássio e álcool. Para isso, 72 μL das soluções foram adicionadas a 7,2 μL de uma 

solução 3 M de acetato de potássio (pH 5,5) e 2 vezes o volume total da solução de etanol 100%. 

Após a homogeneização por inversão, a solução foi refrigerada no freezer -80 por 30 min. Em 

seguida, foram centrifugados a 14.000 rcf, 4ºC, por 15 min e o sobrenadante foi descartado. O 

pellet foi ressuspendido com 158,4 /μL de etanol 70% gelado e centrifugado a 14.000 rpm, 4ºC, 

por 5 min. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi secado em banho 

seco a 36ºC por aproximadamente 20 min. Quando foi possível observar toda a evaporação do 

álcool, o DNA purificado e precipitado foi resuspendido em 30 μL de água ultrapura livre de 

DNAses e RNAses. E a confirmação da retirada de impurezas das amostras foi observada pela 

concentração final (ng/μL), sendo superior a 50 ng/μL, e pelas relações a 260/230 nm e 260/280 

nm quantificadas pelo Nanodrop ND100 (Nanodrop, Wilmington, DE, EUA), que estavam 

acima de 1.8.  

 

4.8 Análise das sequencias e identificação molecular 

 

O DNA foi sequenciado pelo método de sequenciamento de SANGER, utilizando 

os iniciadores 518F (5’-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’) e 800R (5’- 

 

Reagentes 

Concentração final 

(Thermo Scientific) (Promega) 

DNA 60ng 30ng 

 

Tampão 

1X 

(Adicionado de (NH4)2S04) 

1X 

(Gotaq buffer) 

MgCl2 3mM 3mM 

dNTPs 0,2 mM 0,2 mM 

Primer 27F 0,5 mM 0,25mM – 0 ,5mM 

Primer 1525R 0,5 mM 0,25mM – 0 ,5mM 

DNA polimerase 1 U 1 U 
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TACCAGGGTATCTAATCC -3’) (Macrogen Inc, 2019) para a amplificação da região do gene 

RNAr 16S, pela empresa Macrogen (www.macrogen.com). Cada uma dessas sequências foram 

tratadas usando software Geneious Prime 2019 (www.geneious.com/), onde foram retiradas as 

bases das extremidades com qualidade Phered inferior a 30, e em seguida foi realizado a 

montagem de novo para a formação da sequência contig. Posteriormente, a sequência contig foi 

submetida a identificação molecular na ferramenta de alinhamento local BLAST (ALTSCHUL, 

1990), utilizando o banco de dados nucleotide collection. Os isolados que obtiveram hit com 

apenas um gênero de bactérias, com identidade maior que 97% foram considerados 

pertencentes a esse gênero.  

 

4.9 Testes Enzimáticos  

 

Cada isolado foi retirado do estoque a - 20°C, reativado em placa de ATGE (ágar 

15 g/L, triptona 5 g/L, glicose 1 g/L e extrato de levedura 2,5 g/L) e incubado a temperatura 

ambiente por 32 h. Para confirmar a pureza do estoque, as características dos morfotipos foram, 

então, comparadas com as descrições feitas durante o isolamento. Os microrganismos foram 

colocados em placas com ATGE + tributirina (0,1% v/v), para observar as atividades lipásicas, 

ATGE + amido (0,1% p/v), para verificar as atividades amilásicas, e ATGE + gelatina (3% p/v) 

e ATGE + leite desnatado (1% p/v), para detectar atividades de diferentes proteases. Após 16 

horas, a observação das atividades foi realizada através da presença halos de degradação ao 

redor da colônia, com a adição de lugol (I2 1%/KI 2%) para a revelação da atividade amilásica 

e adição de sulfato de amônio ((NH4)2SO4)) 4,1 M para a atividade proteásica, no meio contendo 

gelatina.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.macrogen.com/
http://www.geneious.com/
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 Isolamento da coleção bacteriana  

 

O crescimento de colônias de bactérias foi evidenciado em todas as diluições das 

placas de ninho de espuma e solo, entretanto as placas na diluição de 10-4 da água de poça de 

P. cuvieri não mostrou crescimento de colônias (FIGURA 6). Diante disso, a contagem de 

viáveis foi realizada levando em consideração apenas as diluições que apresentavam de 30 a 

300 colônias, as placas com contagem superior a 300 não foram incluídas no cálculo da média 

de Unidades Formadoras de Colônia (UFC/mL).  

 

Figura 6– Riqueza e diversidade dos morfotipos de ninhos de espuma, água e solo 

Diluição de 10-4 das amostras do ninho de L. vastus (A) e P. cuvieri (B). E as Diluição de 10-2 de solo da poça de L. 

vastus (C) e água da poça de P. cuvieri (D).  
Fonte: elaborada pela autora 
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A partir da média das unidades formadoras de colônia (UFC) das amostras foi 

possível observar que os ninhos de espuma de P. cuvieri apresentou 1000 vezes mais unidades 

formadoras de colônias do que a amostra de água onde estava depositado. Já o ninho de L. 

vastus obteve apenas 10 vezes mais UFC/g do que o solo úmido em que foi encontrado 

depositado (TABELA 3). Quando comparando os valores encontrados entre as amostras de 

ninhos de espuma, as duas espécies apresentaram valores similares de contagem de viáveis, 

aproximadamente 3 x 107. Dessa forma, esses dados fortalecem a hipótese de que o ninho 

fornece um ambiente propício para o desenvolvimento dos microrganismos, resultados que 

também foram encontrados em outros trabalhos do grupo (HISSA et al., 2008).  

 

Tabela 3– Unidades Formadoras de Colônia (UFC/mL) nas diferentes amostras 

Amostra Unidades Formadoras de Colônia  

Ninho de espuma de P. cuvieri 2, 82  0,93 x 107 UFC/mL 

Ninho de espuma de L. vastus 2,74  0,57 x 107 UFC/mL 

Água da poça onde o ninho de P. cuvieri 

 estava inserido 

3,33  0,57 x 104 UFC/mL 

Solo onde o ninho de L. vastus estava inserido 1,41  0,73 x 106 UFC/g 

Fonte: elaborada pela autora 

 

Por outo lado, o número de morfotipos encontrados foi diferente nas bioespumas, o 

ninho de P. cuvieri apresentou uma quantidade semelhante do que os de L.vastus quando 

comparado a relação de ninhos de espuma coletados (TABELA 4). Dentre os morfotipos 

encontrados, observou-se que existiam morfotipos únicos para cada ninho, mostrando que o 

ninho de espuma de cada espécies de rã possui sua própria microbiota.  

 

Tabela 4–Morfotipos de bactérias isoladas dos ninhos de espuma das espécies P. cuvieri e L. 

vastus 

  Espécie do ninho de espuma              Ninhos coletados           Morfotipos isolados 

Physaelamus cuvieri 02 98 

Leptodactylus vastus 01 55 

Total 03 153 

Fonte: elaborada pela autora  
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5.2 Identificação molecular das estirpes bacterianas  

 

O método de termólise possibilitou a extração do DNA genômico de 95% dos 

isolados, onde foi possível realizar a amplificação do gene ribossomal 16S por reação em cadeia 

da polimerase (PCR) (FIGURA 7). Entretanto, os isolados P4, P14, P104, P159, P160, L10 e 

L113 tiveram seu DNA extraído pela metodologia de CTAB 2X, uma vez que o DNA extraído 

por termólise não foi amplificado. 

 

Figura 7– Gel de eletroforese agarose 1% com amplificação região rRNA 16S por PCR 

MM: Marcador Molecular 1 kb, B: Branco.   

Fonte: elaborado pela autora 

 

No sequenciamento, 85% dos isolados foram identificados a nível de gênero, sendo 

essa a Unidade Taxonômica Operacional (OTU) utilizada nesse trabalho. A microbiota dos 

ninhos originados de espécies diferentes apresentou um número total de OTUs semelhantes 

(TABELA 5), onde existem OTUs comuns e exclusivas em cada um deles (FIGURA 8). 

Ademais, microbiotas em comuns apresentam OTUs que possuem funções importante para o 

hospedeiro (JIMÉNEZ; SOMMER, 2017). Entretanto, as OTUs exclusivas podem ser 

responsáveis pela resistência ou susceptibilidade de alguns indivíduos ao patógeno Bd ou outros 

patógenos, tendo em vista que existem espécies de anuro imunes a infecção (OLIVEIRA, 2014). 
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Tabela 5 – Relação entre morfotipos e quantidade de OTUs presentes nos ninhos de espuma 

Espécie do ninho 

de espuma 

Morfotipos 

isolados 

OTUs 

 

Physaelamus cuvieri 98 22 

Leptodactylus vastus 55 21 

Fonte: elaborado pela autora   

 

Figura 8– Diagrama de Venn relacionando as OTUs presentes nos ninhos de espuma 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborado pela autora 

 

O filo Proteobacteria se mostrou ser o mais abundante na pele de várias espécies de 

anfíbios, mesmo com variações de habitats, espécies e estágios de desenvolvimento (VENCES 

et al., 2016). Neste estudo os microrganismos pertencentes ao filo Proteobacteria apresentaram 

valores de abundância de 84,09% a 77,08% nas espécies P. cuvieri e L. vastus, sendo também 

o filo mais abundante nos ninhos de espuma (FIGURA 9). Em seguida, o segundo filo mais 

abundante foi o Bacteroidetes, com abundância de 10% nas duas espécies estudadas, seguido 

de outros filos com abundâncias próximas a 5% (Firmicutes 4,54 % e Actinobacteria 1,4% em 

P. cuvieri; Firmicutes 6,25 % e Actinobacteria 6,25% em L. vastus).  
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Figura 9 - Abundância dos filos nos ninhos de espuma (%) 

 

Fonte: elaborado pela autora 

 

Nesse trabalho encontramos 32 OTUs diferentes nas duas espécies de ninho de 

espuma (FIGURA 10), onde o gênero Pseudomonas foi o mais abundante com 38 

representantes para P. cuvieri e 11 representantes para L. vastus. As bactérias pertencentes a 

esse gênero são bastante frequentes na natureza, podendo ser utilizadas como bioindicadores 

de contaminação por metais nos solos (BRANDT et al., 2006), produtoras de biossurfactantes 

(KUIPER et al., 2004) e de enzimas com aplicações industriais (FURINI et al., 2018; HASAN; 

SHAH; HAMEED, 2006). Apesar de comumente não estarem presentes em animais, algumas 

espécies são conhecidas por serem patógenos oportunistas de humanos (ASSIS, 2011), 

principalmente Pseudomonas aeruginosa. Entretanto esse gênero se comprovou parte da 

microbiota residente da pele de anfíbios (JIMÉNEZ; SOMMER, 2017), assim como no ninho 

de espuma. Além disso, vários isolados da pele de anfíbios pertencentes a esse gênero foram 

capazes de inibir o fungo Bd (LAM et al., 2010), concluindo que essa OTU presente no ninho 

pode obter um papel de proteção semelhante no ninho.  
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Figura 10 - Abundância de gêneros encontrados nos ninhos de espumas (%) 

 

Outros: OTUs presentes em apenas um dos ninhos e com apenas um representante. 
Fonte: elaborado pela autora  

 

Podemos destacar também a presença do gênero Chryseobacterium, representada 

por 2 morfotipos no ninho de P. cuvieri e 3 no ninhos de L. vastus, que apesar de algumas 

espécies serem patogênicas em algumas espécies de peixes (LOCH; FAISAL, 2019), outras são 

conhecidas pelo seu papel de proteção na pele de anfíbios, sendo capaz de inibir até 3 genótipos 

diferentes do Bd (MULETZ-WOLZ et al., 2017). Outros autores também reportaram a sua 

capacidade de inibir outros fungos patogênicos de plantas, como Fusarium oxysporum (PARK 

et al., 2006), e o controle de nematoides in vitro, resultantes  da produção de quitinases, 

colagenases e metaloproteases (PAGE et al., 2019). Além disso, representantes desse gênero 

também foram relatados por sua capacidade de degradar inseticidas, herbicidas e fenóis 

clorados (HUGO et al., 2019). Portanto, a presença dessa OTU é bastante promissora no uso 

como probiótico em espécies ameaçadas do patógeno Bd e para a aplicação no mercado 

biotecnológico.   

As bactérias dos gêneros Aeromonas também estão presentes nas duas microbiotas 

associadas ao ninho de forma abundante, 6 para P. cuvieri e 6 para L. vastus. As Aeromonas 

são conhecidas pela sua produção de diversas enzimas secretadas (PEIXOTO et al., 2012) e 

algumas estirpes foram capazes de crescer em petróleo bruto e produzir biossurfactantes 
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(ILORI; AMOBI; ODOCHA, 2005). Por outro lado, esse gênero também é relatado por causar 

doenças e alguns surtos de ranavirose esporádicos em algumas espécies de anfíbios (HIRD et 

al., 1981), em alguns casos os peptídeos antimicrobianos presentes na pele desses animais foram 

capazes de inibir fungo Bd, mas não a bactéria Aeromonas hydrophil (TENNESSEN et al., 

2009).  

Outros gêneros comuns para os dois ninhos de espuma foram: Acidovorax, Bacillus, 

Citrobacter, Comamonas, Enterobacter, Rhizobium, Serratia e Kurthia.  

Igualmente, as OTUs exclusivas presentes nos ninhos de espuma (TABELA 6) 

também apresentam potencial para aplicação biotecnológica, sendo dois isolados pertencentes 

ao gênero Rheinheimera, exclusivo do ninho de P. cuvieri. Esse gênero já foi relatado como 

pertencente a microbiota residente da pele de anfíbios (HERNÁNDEZ-GÓMEZ; 

WUERTHNER; HUA, 2019), mas não foi relatado inibindo o patógeno Bd. Entretanto, ele 

apresenta a produção de proteínas antimicrobianas capazes de inibir o crescimento de bactérias 

gram-negativas e gram-positivas, leveduras e algas (CHEN; LIN; SHEU, 2010), além disso, 

também foi relatado produzindo pigmentos extracelulares em meios suplementados com 

arginina (GROSSART et al., 2009). Nesse trabalho conseguimos observar a produção desse 

pigmento em meio ATGE (ágar 15 g/L, triptona 5 g/L, glicose 1 g/L e extrato de levedura 2,5 

g/L) (FIGURA 11). 

 

Tabela 6– OTUs exclusivas presentes em apenas um dos ninhos de espuma 

Fonte: elaborado pela autora 

 
Physaelamus cuvieri Leptodactylus vastus 

OTUs exclusivas 

Acinetobacter Brevundimonas 

Curtobacterium Burkholderia 

Empedobacter Chromobacterium 

Flavobacterium Dyella 

Klebsiella Herbaspirillum 

Ochrobactrum Microbacterium 

Rheinheimera Niabella 

Shewanella Pandoraea 

Sphingobacterium Pedobacter 

Stenotrophomonas Streptomyces 

Vogesella 
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Figura 11 - Produção de pigmento por Rheinheimera sp. 

 

 

A presença do pigmento está sendo indicada pela seta vermelha 
Fonte: elaborado pela autora 

 

Outros gêneros reportados nesse trabalho como exclusivos de uma das espécies de 

ninho de espuma, também são comumente encontrados na pele de anfíbios. Dentre eles, os 

gêneros Acinetobacter e Pedobacter, exclusivos de P. cuvieri e L. vastus, respectivamente, 

foram relatados por inibir o crescimento de Bd in vitro (FLECHA et al., 2017; WOODHAMS 

et al., 2007). Diante disso, o ambiente do ninho de espuma pode apresentar uma proteção dos 

ovos também associada a presença desses microrganismos, os isolados serão então ótimos alvos 

para a colonização da pele de espécies de anfíbios susceptíveis a infecção, se for comprovada a 

inibição do Bd. Eles podem agir como probióticos, uma vez que possuem mais chances de se 

estabelecerem na pele desses animais (REBOLLAR et al., 2016). Outros estudos como ensaios 

de inibição com o Bd ainda devem ser realizados para comprovar o papel de defesa dos 

microrganismos associados ao ninho de espuma.  

 

5.3 Atividades enzimáticas  

 

O potencial de produção de enzimas de interesse biotecnológico oriundas do ninho 

de espuma pode ser evidenciado pelo pioneirismo de pesquisas referente a microbiota da 

bioespuma. Dos 99 isolados de P. cuvieri, 23 apresentaram atividades amilásicas, 66 proteásicas 

e 56 lipídicas (FIGURA 12). Já os 55 isolados de L. vastus 14 apresentaram atividades 

amilásicas, 45 proteásicas e 41 lipídicas (FIGURA 13). Podemos hipotetizar que a presença 

dessas hidrolases pode ser justificada devido ao ambiente nutritivo do ninho, rico em proteínas 
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e carboidratos (FLEMING et al., 2009; HISSA et al., 2016), tendo em vista que apenas 33 dos 

153 isolados testados não obtiveram nenhuma das atividades testadas. 

 

Figura 12– Atividades enzimáticas dos isolados de P. cuvieri 

Proteases (A) e (B), amilases (C) e lipases (D) 
Fonte: elaborado pela autora 
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Figura 13- Atividades enzimáticas dos isolados de L. vastus 

Proteases (A) e (B), amilases (C) e lipases (D) 
Fonte: elaborado pela autora 

 

Os microrganismos isolados das bioespumas apresentaram um maior número de 

proteases (gelatinásica + caseinásica) do que amilases e lipases (FIGURA 14). A presença 

expressiva de isolados com atividades lipásica é justificada pela presença de gêneros 

conhecidos por produzirem lipases, como Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, Streptomyces, 

Rhizobium e Aeromonas (LIU; KOKARE, 2017; PEMBERTON; KIDD; SCHMIDT, 1997; 
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SANCHEZ; DEMAIN, 2017). Além disso, esses microrganismos apresentam um enorme 

potencial para a aplicação em processos biotecnológicos, uma vez que as lipases mais 

comercializada pela indústria são de origem microbiana (MUTHUMARI; THILAGAVATHI; 

HARIRAM, 2016).  

 

Figura 14– Porcentagem de atividades positivas para cada um dos testes enzimáticos dos 
isolados de Physaelamus cuvieri e Leptodactylus vastus em relação ao total 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: elaborada pela autora 

 

Dentre os isolados dos dois ninhos de espuma, apenas 21 apresentaram todas as 

enzimas para os substratos testados (FIGURA 15 e 16), sendo 42% desses isolados pertencentes 

ao gênero Aeromonas. As bacterias desse gênero utilizam-se da maquinaria enzimática como 

fatores de virulência para o estabelecimento em hospedeiros e absorção de substratos 

(PEIXOTO et al., 2012). Entretanto, essas enzimas também possuem aplicações 

biotecnologicas, como o uso de lipases produzidas por Aeromonas no tratamento de águas 

residuais de lacticinios (MAHDI; BHATTACHARYA; GUPTA, 2012).  
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Em seguida, 14% são do gênero Chryseobacterium, 9,5% são Bacillus e os outros 

34,5% são representantes dos gêneros Rheinheimera, Empedobacter, Pseudomonas, 

Curtobacterium, Microbacterium e Serratia, com apenas um isolado para cada um dos gêneros. 

Os outros gêneros mais abundantes entre os isolados produtores de todas as enzimas 

testadas também possuem aplicações conhecidas. As proteases produzidas pelo gênero 

Chryseobacterium foram capazes de serem produzidas utilizando apenas penas de aves como 

substrato (RIFFEL, 2006). Enquanto as proteases produzidas pelo gênero Bacillus, são as 

principais fontes dessas enzimas devido ao seu baixo custo de produção e faixas de pH e 

temperatura em que estão ativas (CONTESINI; MELO; SATO, 2018). Por isso, proteases 

produzidas por Bacillus são utilizadas como aditivos em detergentes (HMIDET et al., 2009), 

em processamento de tecidos (INFANTE et al., 2010) e na produção de queijos (AHMED et 

al., 2016).  

 

Figura 15 - Isolados do ninho de P. cuvieri com pelo menos uma atividade nos substratos 
testados (tributirina, leite, gelatina e amido) 

Preto: com atividade. Branco: sem atividade  
Fonte: elaborada pela autora 
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Figura 16 - Isolados do ninho de L. vastus com pelo menos uma atividade nos substratos 
testados (tributirina, leite, gelatina e amido) 

Preto: com atividade. Branco: sem atividade  
Fonte: elaborada pela autora 
 

Dos isolados testados nesse estudo, há três representantes do gênero Acidovorax  (2 

de P. cuvieri e 1 de L. vastus). Esse gênero foi relatado produzindo lipases capazes de degradar 

polibutileno succinato co-adipato (PBSA), um plastico sintetico biodegradável, inclusive, 

degradando mais efetivamente do que quando testado com tributirina (UCHIDA et al., 2000). 

Dessa maneira, os isolados dos ninhos de espuma podem ser otimos candidatos para a 

degradação desse polimero, tendo em vista que foi possivel observar a atividade lipásica desses 

isolados nesse estudo. Ademais, microrganismos capazes de degradar esses polímeros são 

essenciais para indústria, uma vez que plasticos biodegradáveis são comercializados em 

associação com outros tipos de plasticos biodegradáveis (TEERAPHATPORNCHAI et al., 

2003). 

Vale relatar que algumas das OTUs mais encontradas já foram relatadas por sua 

producão de biossurfactantes, o que poderia contribuir para a estabilidade dessas bioespumas. 

Bactérias do gênero Pseudomonas são conhecidas por sua produção do biossurfatante 

ramnolipídeo, utilizados na formulações de detergentes liquidos (JADHAV et al., 2019), para 

melhorar a degradação de hidrocarbonetos co-contaminados com metais tóxicos (MAIER; 

SOBERÓN-CHÁVEZ, 2000) e em produtos para tratamento de pele (RANDHAWA; 

RAHMAN, 2014). Já as bactérias do gênero Bacillus são produtoras do biossurfactante 

lipopeptídeos, cuja aplicações vão desde controle biológico em plantas (GEISSLER et al., 

2019), redução de formação de biofilme de patógenos em equipamentos na indústria alimentar  

(GEISSLER et al., 2019) a aditivo antimicrobianos em pasta de dentes (BOUASSIDA et al., 

2017). Os Biossurfactantes são moléculas de interesse biotecnológico por possuírem diversas 

aplicações desde a indústria do petróleo, de limpeza e cosméticos, alimentícia, agrícola, 

farmacêutica, cerâmica, celulose e papel, processamento de carvão e biorremediação 

(FAKRUDDIN, 2012).  

 



   43 

 

Por fim, esse estudo fez um levantamento dos isolados do ninho de espuma que 

apresentaram hidrolases, utilizadas em diversos processos biotecnologicos. Entretanto outros 

testes ainda devem ser realizados para avaliar a capacidade deses microrganismo de produzir 

outras biomoleculas, como biossurfactantes, emulsificantes, antimicrobianos e/ou pigmentos.  
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6. CONCLUSÃO 
 

Esse trabalho contribuiu para o conhecimento da microbiota cultivável associada 

ao ninho de espuma das espécies de P. cuvieri e L. vastus. Através dos resultados apresentados 

observamos a presença de OTUs que já haviam sido relatadas em trabalhos da microbiota da 

pele de anfíbios e capazes de inibir o patógeno Bd in vitro, como Pseudomonas, 

Chryseobacterium, Acinetobacter e Pedobacter. Esses isolados poderão servir como 

probióticos para espécies susceptíveis a infecção. Além disso, esse estudo também observou o 

potencial de prospecção biotecnológica para outras biomoléculas, como microrganismos 

produtores de hidrolases, uma vez que que dos 153 isolados, 37 tiveram atividades positivas 

para amilases, 111 atividades proteases e 97 para lipídios. Podemos destacar os 21 isolados 

(P10, P20, P32, P55, P57, P59, P67, P79, P104, P120, P124B, P154, L6, L14, L15, L39, L91, 

L98, L119, L121A e L122) que obtiveram resultados positivos para todas as atividades testadas 

nesse trabalho.  
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