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RESUMO

Os ninhos de espuma de anuros sdo bioestruturas estaveis utilizadas para a deposicao e
manuten¢do de ovos e de girinos fora da agua. Essas bioespumas apresentam diversas funcdes
para o desenvolvimento da prole, como fornecimento de oxigénio e de nutrientes, protecao
contra raios ultravioletas e contra predadores e aumento da taxa de crescimento. H4 poucos
estudos voltados para a explora¢do da microbiota associada aos ninhos de espuma de anuros,
tornando-as valiosas fontes de prospeccdo de novas biomoléculas com potencial
biotecnoldgico. O presente trabalho teve como objetivo isolamento de bactérias da bioespuma
de Leptodactylus vastus, sua identificagdo molecular através do sequenciamento do gene RNAr
16S, e prospeccdo dos morfotipos com atividades amildsicas, protedsicas, lipasica,
antimicrobiana e emulsificante. Os ninhos de espuma de L. vastus foram coletados na reserva
particular do patrimonio natural de Monte Alegre, na serra de Pacatuba-CE no periodo chuvoso.
Foram feitas dilui¢des seriadas com amostras de ninho e poca d’agua para a contagem de
vidveis em placa utilizando a técnica de espalhamento. As dilui¢des 107!, 102, 107, ¢ 10 foram
plaqueadas em meio ATGE (4gar 15 g/L; triptona 5 g/L; glicose 1 g/L; extrato de levedura 2,5
g/L), e incubadas a temperatura ambiente por 16 h. Os 35 morfotipos foram selecionados e
armazenados a -80 °C em caldo TGE (triptona 5 g/L; glicose 1 g/L; extrato de levedura 2,5 g/L)
com glicerol 50% (v/v). Para o teste de atividades enzimaticas cada isolado foi reativado e
cultivado em ATGE suplementado com amido (0,1% p/v) para amilases, leite desnatado (1%
p/v) e gelatina (3%), para proteases, e tributirina (1% v/v) para lipases. Para as atividades
emulsificante, antibacteriana e antifingica foram utilizados os sobrenadantes crescidos em TGE
com densidade optica a 600 nm igual a 1,0. Para a extragdo de DNA foi utilizado o protocolo
de termolise e a amplificacdo do gene RNAr 16S foi realizada através de PCR utilizado os
iniciadores 27F e 1525R. Dos 14 morfotipos isolados de amostras de ninho de espuma, 4
(11,4%) apresentaram atividade amildasica, 2 (5,7%) apresentaram atividade lipasica, 5 (14,3%)
apresentaram atividade protedsica para a caseina e 3 (8,7%) para a gelatina. Os sobrenadantes
das Lvs 02, 15 e 16 apresentaram atividade emulsificante. Foram observadas atividade
antifiingica contra o fungo Fusarium sp. na suspensao de células da Lv 05 e na suspensdo de
células e sobrenadante do morfotipo Lv 15. Esses resultados apontam o potencial da microbiota
associada ao ninho de L. vastus como fonte de biomoléculas com aplicagdes biotecnologicas.
Palavras chave: bioespuma, Leptodactylus vastus, enzimas, atividade antimicrobiana,

biossurfactante



ABSTRACT

Anuran foam nests are stable biostructures used for the deposition and maintenance of eggs and
tadpoles out of the water. These biopumps have several functions for offspring development,
such as oxygen and nutrient supply, protection against ultraviolet rays and against predators,
and increased growth rate. There are few studies aimed at the exploration of the microbiota
associated with the anuran foam nests, making them valuable sources of prospecting of new
biomolecules with biotechnological potential. The aim of the present work was to isolate
bacteria from Leptodactylus vastus foam nest, its molecular identification through the
sequencing of the 16S RNAr gene, and to investigate morphotypes with amylase, protease,
lipase, antimicrobial and emulsifying activities. The L. vastus foam nests were collected in the
private reserve of natural heritage of Monte Alegre, in the Pacatuba-CE mountains in the rainy
season. Serial dilutions were made with nest and puddle samples for plating viable counts using
the scattering technique. The dilutions 107!, 102, 107, and 10" were plated in ATGE medium
(15 g/ L agar, tryptone 5 g/ L, glucose 1 g/ L, yeast extract 2.5 g/ L), and incubated at room
temperature for 16 h. The 35 morphotypes were selected and stored at -80 ° C in TGE broth
(tryptone 5 g/ L, glucose 1 g/ L, yeast extract 2.5 g / L) with glycerol 50% (v / v). For the
enzyme activities test, each isolate was reactivated and cultured in ATGE supplemented with
starch (0.1% w / v) for amylases, skim milk (1% w / v) and gelatin (3%) for proteases, and
tributyrin (1% v / v) for lipases. For the emulsifying, antibacterial and antifungal activities
supernatants grown in TGE with optical density at 600 nm equal to 1.0 were used. For the
extraction of DNA the thermolysis protocol was used and the amplification of the 16S RNAr
gene was performed through PCR using primers 27F and 1525R. Of the 14 morphotypes
isolated from foam nest samples, 4 (11.4%) presented amylase activity, 2 (5.7%) presented
lipase activity, 5 (14.3%) presented casease proteinase activity and 3 (8,7%) for gelatin. The
supernatants of Lvs 02, 15 and 16 presented emulsifying activity. Antifungal activity against
fungus Fusarium sp. was observed in the Lv 05 cell suspension and in the cell suspension and
supernatant of the Lv 15 morphotype. These results point out the potential of the microbiota
associated with the L. vastus nest as a source of biomolecules with biotechnological
applications.

Key words: biofoam, Leptodactylus vastus, enzymes, antimicrobial activity, biosurfactant
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1. INTRODUCAO

Os ninhos de espuma s3o um dos modos reprodutivos utilizados pelos anfibios para a
deposi¢ao de seus ovos permitindo o desenvolvimento dos mesmos independente de um recurso
hidrico (HADDAD; PRADO, 2005). Essas estruturas podem ser classificadas em aquaticas ou
terrestres/arboreas (HADDAD; PRADO, 2005), variando com relacao a independéncia da dgua entre
esses dois extremos. Os ninhos de espuma oferecem importantes fungdes para o desenvolvimento dos
anuros, como fornecimento de oxigénio (SEYMOUR; LOVERIDGE, 1994); protecdo contra raios
ultravioletas (HISSA et al., 2008), predadores e dessecagao (DOBKIN; GETTINGER, 1985;
HEYER, 1969); aumento da taxa de crescimento (PRADO et al., 2005) e de fertilizagdo (ARZABE,
1999); e estabilidade térmica (DOBKIN; GETTINGER, 1985). Ainda existem poucos estudos sobre

sua composi¢do bioquimica e a microbiota presente nessas estruturas.

Cooper et al. (2005) foram os primeiros a estudarem os ninhos de espuma com um viés
bioquimico. Esses autores demonstraram a presenga de proteinas com massas moleculares entre 10 e
40 kDa, denominando-as de ranaspuminas, e de carboidratos nos ninhos de espuma de Physalaemus
pustulosus. Para Leptodactylus vastus, o nosso grupo de estudos ja investigou essa estrutura, que
apresentou uma concentracdo de 1 mg/mL de proteinas e de 0,3 mg/mL de carboidratos, além da
presenca de uma comunidade bacteriana com aproximadamente 3.0 — 4.0 x 107 UFC/g (HISSA et al,
2008). Entretanto, a composi¢ao, a diversidade, o papel ecologico e o potencial biotecnoldgico desses
microorganismos nao foram estudados.

Os micro-organismos sdo a principal fonte de novas biomoléculas, pois possuem uma grande
diversidade metabdlica e adaptabilidade genética para sobreviver nas diversas condigdes ambientais
encontradas em seus habitats (WHITMAN; COLEMAN; WIEBE, 1998). Tradicionalmente, enzimas
e outros compostos com atividade biologica tém sido acessados por isolamento e cultivo de
microrganismos a partir das amostras ambientais.

A comercializagao das hidrolases vem dominando o mercado mundial das enzimas industriais
(UCHIYAMA; MIYAZAKI, 2009). Estas enzimas sdo aplicadas em varios setores industriais, tais
como, téxtil (amilase, celulase), de detergentes (celulases, lipase, protease), de alimentos (celulases,
lactases, proteases), de papel (lipases, xilanases), farmacéutico, além do tratamento de residuos
industriais (LAMMLE et al., 2007).

Alguns microrganismos produzem também biossurfactantes de diferentes naturezas quimicas
e tamanhos moleculares que diminuem a tensao superficial dos substratos hidrofobicos insoliveis em
agua, aumentando assim sua biodisponibilidade e a taxa de biorremediagdo (PEKDEMIR et al.,

1999). Os biosurfactantes sdo moléculas anfipaticas, compostos naturais nao-toxicos e
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biodegradaveis, sendo adequados substitutos dos surfactantes a base de produtos quimicos que
apresentam desempenhos iguais ou melhores (VENCINO et al., 2016).

Os biosurfactantes possuem uma ampla gama de aplicagdes biotecnoldgicas, e poderiam
substituir os surfactantes quimicos nos mais diversos campos de atuacdo como na agricultura, limpeza
industrial, biorremedia¢do, nanotecnologia, lubrificantes, além de varios usos na industria alimenticia
e de bebibas, de metal e papel, cosméticos, téxteis, biomédica e petroquimica (ARAUJO; FREIRE;
NITSCHKE, 2013; DESAIL; BANAT, 1997)

Dessa forma, o estudo dos microrganismos presentes nos ninhos de espuma pode proporcionar
uma rica fonte para a exploracao de novas moléculas com potencial de aplicagdo industrial, como

enzimas e biosurfactantes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bioespumas de anuros

As bioespumas, misturas agua-ar produzidas por seres vivos, sdo estruturas relativamente
raras na natureza, pois precisam vencer a alta tensdo superficial da 4gua para serem formadas, o que
as tornam susceptiveis ao colapso e energeticamente custosas (COOPER; KENNEDY, 2010).
Quando essas bioespumas participam do processo reprodutivo em animais sdo denominadas de
ninhos de espuma ou, em alguns casos, de ninho de bolhas (COOPER; KENNEDY, 2010; SCHOR
et al., 2016).

Os ninhos de espuma em anuros sao formados no momento do amplexo, onde o macho
posiciona-se sobre a regido dorsal da fémea. Dessa forma, ambos participam do processo de produgao
dos ninhos de espuma. A fémea libera os ovos juntamente com um fluido proteico produzido na
regido glandular do oviduto, e 0 macho mistura essa fluido com o esperma e com o ar por meio de
rapidos movimentos das pernas traseira. Analogicamente, as pernas do macho funcionam como uma
“batedeira de ovos”, fertilizando-os e gerando o ninho de espuma (COOPER et al., 2005;
DALGETTY; KENNEDY, 2010; HISSA et al., 2008, 2016).

A familia Leptodactylidae apresenta a maior diversidade de espécies produtoras de ninhos de
espuma (FROST et al., 2006). Esse grupo ¢ caracteristico da zona tropical (HADDAD; PRADO,
2005; HEYER, 1969; HODL, 1990), onde h4 regides sem chuvas periddicas e alta incidéncia de luz
solar. Além disso, dentro do género Leptodactylus, ¢ notavel a evolugdo de ninhos de espuma
aquaticos até os terrestres, com espécies apresentando caracteristicas intermediarias (Figura 1)

(HEYER, 1969).

FIGURA 1. Ninho de espuma de Leptodactylus vastus coletado na RPPN Monte Alegre,
Pacatuba, Ceara.

Fonte: Elaborado pela autora
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As vantagens reprodutivas oferecidas pelos ninhos de espuma estdo relacionadas, dentre
outros fatores, com a protecao da prole contra desidratacdo (HEYER, 1969). O mesmo autor também
ressalta a resisténcia mecanica das bioespumas e a importancia dessa caracteristica, pois permite uma
maior protecdo dos ovos e dos girinos (DOBKIN; GETTINGER, 1985; HEYER, 1969). Por
conseguinte, os ninhos de espuma de anuros sdo ambientes unicos com condi¢cdes Otimas de
desenvolvimento para a prole. Eles proporcionam a manutengdo de um ambiente oxigenado, o que
permite a permanéncia dos girinos dentro do ninho mesmo apds a eclosao dos ovos (SEYMOUR;

LOVERIDGE, 1994).

Heyer (1969) discute que os ninhos de espuma protegem a prole contra predadores. O autor
comenta que, os ninhos depositados em agua estdo protegidos contra insetos aquaticos, cobras e
girinos carnivoros. Além disso, 0 mesmo ainda propde que a migragdo do habitat aquatico para o
terrestre acontece impulsionada pela presenca de predadores na dgua, o que ¢ corroborado por
Magnusson e Hero (1991). A bioespuma também pode evitar outro tipo de predacgdo, a intraespecifica,
o que é observado em Pleurodema diplolistris e em Physalaemus ephippver (HODL, 1990, 1992).
Em Chiromantis simus, ¢ observado uma camada adicional de espuma sobre o ninho arbéreo que
protege os ovos contra a predagdo por formigas (BANERJEE, 2014). Os ninhos de espuma tém um

papel fundamental na conservacao da espécie.

Anfibios sdo vulneraveis as mudangas no ambiente e, para estes, a ocorréncia de epidemias
tem sido mencionada como causa de declinio e extingdo de populacdes (CAREY; COHEN;
ROLLINS-SMITH, 1999; SCHUMACHER, 2006). Desde o ano de 1980 que se tem registado um
dramatico declinio das populagdes de anfibios em todo o mundo, caracterizado por colapsos nas
populagdes e extingdes macicas localizadas. Algumas espécies patogénicas de Aeromonas sp. foram
relatadas na mesma €poca por causarem mortalidade em massa em populagdes de salamandras e
anuros (NYMAN, 1986). No ano de 1993, as populagdes de mais de 500 espécies de ras e salamandras
dos cinco continentes apresentavam um declinio na sua populacdo (VIAL; SAYLOR, 1993). Um
estudo conduzido no Brasil registrou 31 casos de declinio em populagdes de anfibios, sendo 19 destes
da familia Leptodactylidae (ETEROVICK et al, 2005). Uma maior vulnerabilidade dos anfibios as
modificagdes ambientais provavelmente estd relacionada as caracteristicas de pele, pois sendo esse
um substrato muito permeavel, permite a livre passagem de elementos disponiveis no ambiente e esta

mais sujeito as infecgdes por microrganismos (WELLS, 2007).

As doengas infecciosas emergentes (EIDs) mais relacionadas aos declinios populacionais dos
anfibios sdo a quitridiomicose e ranavirose, causadas respectivamente por Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) e estirpes de Ranavirus (Rv) e o virus do sapo 3 (FV3) (MILLER et al. 2011,
FISHER et al. 2012, OLSON et al. 2013). Os mecanismos bioldgicos de prote¢do incluem a
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microbiota residente na pele que ¢ composta por espécies de fungos e bactérias produtoras de
antibidticos. Ensaios in vitro demonstram que espécies bacterianas isoladas de comunidades cutaneas
de anfibios podem apresentar acdo potente contra patogenos que afetam populacdes selvagens de
anfibios, inclusive o fungo Bd mencionado acima (HARRIS et al. 2006; WOODHAMS et al., 2007;
LAUER et al., 2008; BRUCKER et al, 2008).

Os ovos de anfibios fertilizados se desenvolvem fora da mae na agua, onde sdo expostos a
micrdobios durante o desenvolvimento. Assim, apds a eclosdo, o sistema imunoldgico dos embrides
de anfibios precisa se desenvolver rapidamente (COLOMBO et al, 2015). Podemos hipotetizar que o
primeiro contado com a microbiota presente no ninho de espuma com os ovos e girinos pode

contribuir com a construcao da imunidade inata desses organismos.

Apesar de existirem diversos estudos no que diz respeito a ecologia e a evolu¢ao dos ninhos
de espumas de anuros, pouco se sabe sobre a composi¢do bioquimica dos mesmos € como essas
moléculas podem influenciar a estabilidade e as fungdes que os ninhos exercem. A bioespuma
aquatica de Engystomops pustulosus (antes Physalaemus pustulosus) foi caracterizada por Cooper et
al (2005) com essa abordagem. Os autores encontraram uma variedade de proteinas, denominando-
as de ranaspuminas, com massas entre 10 e 40 kDa, cuja concentracao total variou entre 1 e 2 mg/mL.
Concentragao semelhante de carboidratos totais foi encontrada. Com relagdo a atividade superficial,
as proteinas da bioespuma de Engystomops pustulosus reduziram a tensdo superficial da dgua de 74
para, aproximadamente, 50 mN/m, o que demonstra uma redu¢ao maior do que as proteinas-controle,
lisozima e albumina, na mesma concentra¢do de 1 mg/mL (COOPER et al., 2005). Com isso, esses
autores sugeriram que proteinas desconhecidas com fun¢do biologica surfactante evoluiram em

anuros.

Uma das poucas espécies a ter o ninho de espuma caracterizado bioquimicamente ¢
Leptodactylus vastus. Essa estrutura apresentou uma concentra¢do de 1 mg/mL de proteinas e de 0,3
mg/mL de carboidratos (HISSA et al., 2008). Com relacdo a atividade de superficie, Hissa et al.
(2008) demonstraram que o fluido da bioespuma de L. vastus reduziu a tensdo superficial da agua de
74 para 52 mN/m. A primeira proteina a ser isolada a partir dos ninhos de espuma foi a ranasmurfina
(P1-RSF-1), uma proteina de coloracdo azulada de 26 kDa e presente na bioespuma de Polypedates
leucomystax (MCMAHON et al., 2006; OKE et al., 2008). A fun¢ao biologica da P1-RSF-1 ainda ¢
desconhecida, mas os autores propdem, com base na sua estrutura tridimensional, possiveis fungdes
de protecdo contra radiacdo solar e espécies reativas de oxigénio, camuflagem e atividade

antimicrobiana.
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Do ninho de espuma de Engystomops pustulosus, foram isoladas e caracterizadas 6 proteinas,
sendo a Ep-RSN-2 uma proteina com fun¢ao surfactante, cuja sequéncia ndo tem similaridade com
outras conhecidas (hidrofobinas, caseina do leite, proteinas pulmonares de mamiferos),
caracterizando uma nova classe de proteinas surfactantes (FLEMING et al., 2009; MACKENZIE et
al., 2009). Outra proteina isolada do ninho de espuma foi a Lv-RSN-1, proveniente da espécie L.
vastus € que possui uma massa molecular de 23,5 kDa. Lv-RSN-1 apresentou uma eficiente atividade
surfactante ao diminuir a tensao superficial da 4gua com apenas 15 pg/mL. Ademais, essa proteina
na concentracdo de 0,1 mg/mL, obteve um indice de emulsdo de 35% 4agua/querosene, o qual

permaneceu estavel por mais de um més (HISSA et al., 2014).

2.2 Prospeccao Biotecnoldgica: Microrganismos, Enzimas e Biosurfactantes

Uma das maneiras de se extrair valor econdomico da biodiversidade ¢ a bioprospeccao,
termo que academicamente pode ser entendido como a busca sistematica por organismos, genes,
enzimas, compostos, processos e partes provenientes de seres vivos, que tenham potencial economico
e, eventualmente, levam ao desenvolvimento de um produto (SACCARO JUNIOR, 2011). A
exploragdo bioquimica e de recursos genéticos tem sido essencial para a descoberta de novos
compostos naturais voltados para a produgdo de processos alimentares, bens de consumo, satde
publica e usos ambientais e energéticos (FIRN, 2003). Em se tratando de microrganismos, engloba,
principalmente, estratégias para exploracdo da fracdo cultivavel e da fracdo ndo-cultivavel da
biodiversidade microbiana.

Na industria, os microrganismos ou suas biomoléculas podem ser empregados na
producdo de compostos comerciais ou para transformacdo de substratos em produtos de maior valor
agregado. Na industria de alimentos, os microrganismos sdo utilizados para a producdo de bebidas,
panificacdo, producdo de queijo e seus derivados, acidos organicos, fermento bioldgico, enzimas
dentre outras aplicagdes. Na agropecuaria, destacam-se os microrganismos utilizados no controle
bioldgico de pragas e vetores, que destroem hectares de plantagdes comerciais e dessa forma
necessitam de um controle imediato, além disso, da utilizagdo de microrganismos fixadores de
nitrogénio. Ja na area ambiental é crescente o nimero de trabalhos buscando a recuperacdo de areas
contaminadas ou degradadas pela acao do homem através da biorremediagdo. Essas técnicas sdo
bastante promissoras e dependentes de novos isolados. Dessa forma, hd o aumento de estudos visando
a bioprospeccao de novos microrganismos e novas biomoléculas pra atender a demanda de diferentes
setores da industria da biotecnologia (THATOI et al., 2013).

Apesar de todo o sucesso no uso benéfico dos microrganismos para o homem, a diversidade
e interdependéncias desses organismos ainda ¢ um campo a ser explorado. Desta forma, tecnologias

tradicionais e avancadas de bioprospec¢do tém sido desenvolvidas e empregadas para aumentar o
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conhecimento da diversidade microbiologica dos processos funcionais em ecossistemas microbianos,

como também para a identificacao e uso de novos produtos biotecnologicos (PESSOA FILHO, 2015).

Quando falamos de bioprospec¢do de microrganismos ndo cultivaveis logo nos referimos a
metagendmica que ¢ uma ferramenta emergente, amplamente utilizada pela facilidade e rapidez. As
analises metagendmicas consistem no isolamento de DNA proveniente de uma amostra ambiental,
fragmentacao com enzimas de restri¢ao, inser¢ado do DNA em um vetor adequado, transformagao de
um hospedeiro bacteriano e screening das células recombinantes com abordagens de analise funcional
e sequenciamento. Apesar das diversas vantagens que essa metodologia traz, algumas limitagdes
ainda ndo substituem a bioprospeccdo por isolamento. No caso de uma fungao biologica exigir a
expressdo de multiplos genes, € necessdrio que estes estejam presentes no clone. Imaginando uma
biblioteca metagendmica com centenas de clones a serem avaliados, essa estratégia exige que
métodos eficientes e econdmicos sejam aplicados para a avaliagdo em larga escala (YUN, RYU,
2005). Além disso, a quantidade de dados gerados pelo sequenciamento das bibliotecas
metagendmicas, leva a andlises laboriosas para as quais novos paradigmas de estudo empregando a

bioinformatica ainda estio sendo estabelecidos.

Tradicionalmente, compostos com atividade biologica t€ém sido acessados por métodos
envolvendo isolamento e cultivo dos organismos a partir das amostras ambientais, principalmente
solo. Morfotipos e/ou produtos de fermentacao passam por um processo de triagem para as atividades
desejadas. A maioria das enzimas utilizadas industrialmente tem sido descoberta desta maneira
(OLIVEIRA; SETTE; FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006). Biosurfactantes também costumam ser
prospectados por isolamento de microrganismos de amostras ambientais (DECESARO et al, 2013;

YADAV et al, 2016;).

As enzimas sdo potentes biocatalizadores na sua maioria de natureza proteica e conhecidos
amplamente por aumentar a velocidade de reacdes bioldgicas e quimicas. Sabe-se que as enzimas
desempenham um papel crucial como catalisadores metabdlicos, o que permite o seu uso em varios
setores da industria como de alimentos, farmacé€uticos, detergentes, téxteis, celulose e papel,

alimentos para animais, couro e cosméticos (ADRIO; DEMAIN, 2014).

A demanda por enzimas industriais estd sofrendo um aumento continuo impulsionado pela
necessidade de solugdes sustentaveis para processos industriais e pelo crescimento da demanda de
alimentos, resultado do aumento da populagdo mundial. Estima-se que mais de 500 produtos
industriais ja estdo sendo feitos utilizando enzimas proveniente de microrganismos (KUMAR;

SINGH, 2013).



20

Os microrganismos tornaram-se valiosas fontes de enzimas devido suas vantagens como
o facil cultivo, o seu amplo recurso bioquimico e a diversidade genética. Alguns fatores motivam o
uso de enzimas microbianas em aplicac¢des industriais, como o aumento da demanda por produtos de
consumo, a necessidade de redugdo de custos nos processos industriais, a seguranga ambiental e a
possibilidade de reagdes mais especificas quando comparados com catalisadores quimicos (CHOI;

HAN; KIM, 2015).

O mercado das enzimas atingiu um montante de US § 5 bilhoes de ddlares em 2016 e
espera-se que ultrapasse US $ 9,5 bilhoes até 2024. A aplicagdo de hidrolases na industria do petrdleo

e gas arrecadou cerca de 330 bilhoes de dolares em 2015 (Tabela 1).

TABELA 1. Enzimas utilizadas em diversos setores industriais e potencial valor de mercado.

Enzimas Setor/Industria Potencial Valor de Mercado

Lipase, Protease,
Celulase, Amilase

$2.767 M em 2019 (http://www.marketsandmarkets.com/PressReleases/protein-

Detergente (Novozymes) hydrolysis-enzymes.asp )

Processamento de amido $2.238 M em 2018 (http://www.prnewswire.com/news-releases/alcohol-and-
Amilase, Glucoamilase, (Novozymes/Dinamarca, starchsugar-enzyme-market- by-type-carbohydrase-protease-and-lipase-by-
Glucose Isomerase DuPont/EUA, Rouquette application-industrial-specialty-- geography---global-trends--forecasts-to-2018-
Freres/Franca etc.) 256229371.htmlV )
Protease, Fitase, Para ragéo animal (Royal DSM $1.371 M em 2020 (http://www.marketsandmarkets.com/PressReleases/feed-
Xilanase NV) enzyme.asp )
Xilanase Celulose e Papel 200 M (www.novozymes.com )
Arbinanase, Amilase, Processamento de frutas ou Enzimas em alimentos: $ 2.3 B em 2018
Poligalacturonanase Vegetais (Novozymes, DSM) (http://www.iisc.ernet.in/currsci/jul 1 0/articles22.htm )
Hidrolase Oleo e Gas (Novozymes) $330 B em 2015 (Petrochina, China)
Quimosina Laticinios (Pfizer, Chr. Hansen) Enzimas em alimentos: $ 2.3 B em 2018

(http://www.iisc.ernet.in/currsci/jul 1 0/articles22.htm )

Enzimas na alimentag@o: $ 1.37 M em 2020

Urease, Pectinase Vinho (Carlsberg) (http://www.marketsandmarkets.com/PressReleases/feed-enzyme.asp )
Protease Carne (Novozymes) Enzimas na alimentag@o: $ 1.37 M em 2020
Y (http://www.marketsandmarkets.com/PressReleases/feed-enzyme.asp )
Amilase Téxtil (Novozymes) $2.7 M em 2019 (www.marketsandmarkets.com )
Amilase Panificagdo $695.1 M em 2019 (www.marketsandmarkets.com )
B-Glucanase Produciio de cerveias Enzimas na alimentag@o: $ 1.37 M em 2020
¢ J (http://www.marketsandmarkets.com/PressReleases/feed-enzyme.asp )
Proteasc Curtume Enzimas na alimentag@o: $ 1.37 M em 2020

(http://www.marketsandmarkets.com/PressReleases/feed-enzyme.asp )

Fonte: Adaptado de SINGH et al. (2016).

A comercializacdo das hidrolases vem dominando o mercado mundial das enzimas industriais
(UCHIYAMA; MIYAZAKI, 2009). O mercado mundial das hidrolases atualmente gera um montante
de 4 bilhdes de dolares ao ano (ABIAM, 2015). Estas enzimas sdo aplicadas em varios setores
industriais, tais como, té€xtil (amilase, celulase), de detergentes (celulases, lipase, protease), de
alimentos (celulases, lactases, proteases), de papel (lipases, xilanases), farmacéutico, além do

tratamento de residuos industriais (LAMMLE et al., 2007).
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Assim como as hidrolases, biosurfactantes também movimentam o mercado da industria do
petroleo. O papel mais comum dos biossurfactantes € aumentar a dispersao de contaminantes na fase
aquosa ¢ aumentar a biodisponibilidade do substrato hidrofobico para microorganismos, com
subsequente remog¢do de tais poluentes através da biodegradagdo (APARNA; SRINIKETHAN;
HEDGE, 2011). Os biossurfactantes sdo produzidos principalmente por microrganismos aerobicos
em meio aquoso com um matéria-prima de origem, como carboidratos, hidrocarbonetos, gorduras e
0leos. Acredita-se que os biossurfactantes sdo secretados para o meio de cultura para auxiliar no
crescimento do microrganismo, facilitando a translocacdo de substratos insoluveis através das
membranas celulares (CAMPOS et al, 2013). Estes compostos possuem moléculas anfipaticas com
por¢des hidrofébicas e hidrofilicas que atuam entre fluidos de diferentes polaridades (6leo / dgua e
agua / 6leo), permitindo o acesso a substratos hidrofobicos e provocando uma reducdo na tensdo
superficial, aumentando a area de contato de compostos insoluveis (como os hidrocarbonetos) e o
aumento da mobilidade, biodisponibilidade e biodegradacdo de tais compostos (APARNA;
SRINIKETHAN; HEDGE, 2011).

Os biossurfactantes oferecem uma série de vantagens sobre os surfactantes sintéticos, como a
biodegradabilidade devido a sua estrutura quimica simples, compatibilidade ambiental, baixa
toxicidade, atividades emulsificante, antitumoral, antimicrobiana, dispersante (BANAT et al, 2010),
que permite uso na induastria cosmética, farmacéutica, alimenticia, petroquimica (Tabela 2), alta
seletividade devido a presenca de grupos funcionais especificos, permitindo especificidade na
desintoxicac¢do de poluentes especificos e atividade sob condigdes de temperaturas extremas, pH e
salinidade (KAPADIA; YAGNIK , 2013; SANTOS et al, 2013). Os biossurfactantes também sao
utilizados em metodologias de recuperacdo avancada de 6leos, na limpeza de navios contaminados e

para facilitar o transporte de 6leo pesado por oleoduto (ASSADI; TABATABAEE, 2010).



TABELA 2. Aplicagdes comuns de biossurfactantes na industria.

Industria

Aplicacio Papel dos biossurfactantes

Emulsificagdo de 6leos, redugdo da
tensdo interfacial, dispersdo de 6leos,
solubilizag¢do de 6leos, molhar,
espalhar, detergéncia, formagao de
espuma, inibi¢do da corrosdo em 6leos
combustiveis e equipamento, lavagem
do solo.
Emulsificagdo de 6leos, redugdo da
tensdo interfacial,
De-emulsificagdo de emulsdes de
oleo, solubilizagdo de 6leos,
reducdo de viscosidade, dispersao de
oleos, umectacdo de superficies
solidas, espalhamento, detergéncia,
formacédo de espuma, inibigéo da
corrosdo em 6leos combustiveis e
equipamento.
Molhabilidade de formagao de
Operagoes de limpeza de metais espuma, ager}tes de espuma e
pesados: colet(ires, remocao de meta1§ ions de
. . solucdes aquosas, solo e sedimentos,
Remediagdo do solo; .
~ sequestrantes de metais pesados,
Flutuagdo . ~
espalhamento, inibi¢do de corrosdo em
6leos.
Solubilizagdo de dleos aromatizados,
. ~ . ~ controle da consisténcia
Emulsificagdo e de-emulsificacdo; . ~ ’
. . emulsificacdo, agente umectante,
Ingrediente funcional A
espalhamento, detergéncia,
espuma, espessante.
Agentes antiadesivos, antifiingicos,
agentes antibacterianos, agentes
antivirais, vacinas, terapia génica,
moléculas imunomoduladoras.
Umectante, dispersao, suspensdo de
pesticidas em po e fertilizantes,
emulsificacdo de solugdes de
pesticidas, facilitagdo de
mecanismos de biocontrole de
microbios, patdgenos de plantas
eliminagdo ¢ aumento da
biodisponibilidade de nutrientes para
microbios benéficos associados as
plantas
Emulsificagdo, agentes espumantes,
Cosméticos Produtos de satide e beleza _solubilizagdo, agentes molhantes,
limpadores, agentes antimicrobianos,
mediadores da a¢do enzimatica.
Detergentes e desinfectantes para
roupa, molhabilidade, espalhamento,
inibi¢do da corrosdo.

. . Biorremediagao;
Meio ambiente Limpeza de derramamento de 6leo;
Remediagdo e lavagem do solo

Petroleo Recuperacdo de 6leo aprimorada;

De-emulsificacdo

Mineracao

Alimentos

Farmacéutica Microbiologico;

Farmacéutica e terapéutica

Agricultura Biocontrole;

Fertilizantes

Limpeza Detergentes para lavagem

Molhar, penetrag@o, solubilizagao,
. Preparagdo de fibras; emulsificagdo, detergéncia e
Texteis Tingimento e impressio; dispersdo, umectagdo e emulsificagdo
Acabamento de téxteis no acabamento
formulagdes, amaciamento.

Emulsificacdo de estabilizacio

Nanotecnologia

Fonte: SANTOS et al., 2016.

Sintese de nanoparticulas

A economia da producdo de biossurfactantes merece atengdo especial. A producgdo total de

surfactantes em 2012 foi de aproximadamente 12 milhdes de toneladas, sendo que apenas 3,5 milhdes

de toneladas foram biossurfactantes, que tiveram receita de US $ 6,588 milhdes (CAMPOS et al,
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2013). No entanto, o foco na sustentabilidade e na nova legislacio ambiental levou a busca de
surfactantes naturais como alternativas aos produtos existentes. Assim, as industrias estao atualmente
buscando substituir alguns ou todos os surfactantes quimicos por biossurfactantes sustentaveis

(MARCHANT; BANAT, 2012).

A surpreendente atividade bioquimica dos microrganismos estd relacionada a sua grande
diversidade metabolica e adaptagao genética adquirida ao longo da sua existéncia, o que os torna uma
importante fonte para a prospeccdo de recursos genéticos e biomoléculas para o avango
biotecnologico e para o desenvolvimento sustentavel (ARAUJO, 2017). O aproveitamento de
moléculas naturais demanda, ainda, uma exploragdo racional, porém eficaz, da biodiversidade,
buscando inovar quanto aos espacos explorados, sejam estes ambientais, taxondmicos, quimicos,
gendmicos ou de alvos de acdo. Vale ressaltar que este processo abrange, ainda, o desenvolvimento
de métodos para a produgdo destes componentes, garantindo o uso e o suprimento sustentavel dos

produtos identificados.
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3. OBJETIVOS
Este trabalho teve por objetivo isolar e identificar bactérias associadas aos ninhos de espuma
da espécie Leptodactylus vastus coletados no municipio de Pacatuba — CE, Brasil, e prospectar seus

potenciais biotecnoldgicos através de atividades bioldgicas e fisico-quimicas.

3.1. Objetivos especificos

1. Isolar bactérias através da técnica de espalhamento;
2. Obter uma colecao de bactérias isoladas de ninhos de espuma;

3. Triagem de atividade bioldgicas com potencial biotecnoldgico e papel ecologico (proteasica,

amilasica, lipasica, antibacteriana, antifingica e emulsificante);
4. Extrair DNA gendmico dos morfotipos da colecao;
5. Amplificar o gene RNAr 168, purifica¢do e sequenciamento;

6. Identificar os morfotipos por ferramentas de bioinformatica.
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4. METODOLOGIA
4.1. Coleta

Os ninhos de espuma de L. vastus foram coletados na Reserva Particular do Patriménio
Natural de Monte Alegre, localizado na serra de Pacatuba-CE no periodo chuvoso (janeiro a margo
de 2018). Os ninhos foram coletados em tubos estéreis de modo asséptico, retirando-se galhos, folhas
e outras particulas maiores. Foram coletados em dois pontos do ninho e de poca d’agua, demominadas
N1, N2, P1 e P2, cada amostra em duplicata. Foram seguidas as normas da legislacdo vigente no
periodo da coleta com licenga SISBIO de nimero 58036-1 liberada pelo Ministério do Meio

Ambiente.

4.2. Isolamento e preparacio da colecio

Das amostras de ninho foram retirados excesso de sujeira € os ovos de L. vastus. Foram feitas
dilui¢des seriadas com amostras de ninhos de espuma e poc¢a d’4dgua para a contagem de vidveis em
placa utilizando a técnica de espalhamento. Para as amostras de ninhos, foram pesados 5 g de das
amostras de ninho e misturadas com 45 mL de salina (Nacl 0,9%). Para as amostras das pogas d’'agua
foram aliquotados 10 mL em 90 mL de salina. As dilui¢des 107!, 102, 107, e 10™* foram plaqueadas
em placas de ATGE (4gar 15 g/L; triptona 5 g/L; glicose 1 g/L; extrato de levedura 2,5 g/L) em
duplicata, e incubadas a temperatura ambiente por 16 h. Na contagem das viaveis foi feito a média e
desvio padrao do nimero de colonias de cada amostra utilizando ferramentas do Excel. Os morfotipos
foram isolados em novas placas de ATGE e incubadas a 37 °C por 16 h. Para construcao da colecao
dos morfotipos, os mesmos foram cultivados em caldo TGE (triptona 5 g/L; glicose 1 g/L; extrato de
levedura 2,5 g/L) a 37 °C, 150 rpm por 16 h. Em seguida, as culturas foram suplementadas com
glicerol para uma concentragao final de 20 % (v/v) em tubos crioprotetores, e armazenadas no freezer

a-80 °C.

4.3 Extracio do DNA e amplificacdo do gene rRNA 16S

A extragdo de DNA foi conduzida segundo Miyata et al. (2011) com modificagdes. Os
morfotipos foram reativados do estoque em placas de ATGE e incubados a 37 °C por 16 h. Com uma
alca de inoculagdo, um arrastado de células foi transferido para 400 uL de agua deionizada estéril em
um microtubo de 1,5 mL. Os tubos foram incubados em banho seco a 99 °C por 11 min. Logo em
seguida, os tubos foram deixados no freezer -80 °C por 4 min e centrifugados a 12000 rpm por 5 min.
O pellet foi descartado e o sobrenadante colocado em um novo tubo. O DNA foi quantificado no
nanodrop e usado como molde para amplificacdo do gene RNAr 16S usando os iniciadores universais
27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1525R (5’-AAGGAGGTGATCCAGCC) (LANE,
1991). A reagdo de PCR foi preparada para um volume de 25 pL contendo 50 ng de DNA genomico
como template, MgCl> 25 mM, 10 mM de dNTP, 5 uM de cada iniciador e 5 unidade de Tag DNA
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Polimerase (GoTaq, Promega, USA). A reacdo de PCR foi conduzida em um termociclador
programado para uma desnaturacao inicial a 95 °C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 1
min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 1 min 30 seg. Todos os produtos de PCR foram avaliados por

eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) corado com o marcador de DNA SYBR™ safe.

4.4 Purificacio do DNA

Aos produtos de PCR foram adicionados 2,5 pL acetato de potassio 3M pH 5,5, para uma
concentracdo final de 0,3 M. Em seguida, dois volumes de etanol 100% foram adicionados aos tubos
e os mesmos foram homogeneizados por inversao. Os tubos foram incubados no freezer a -80 °C por
30 min. Logo apo6s, foram centrifugados a 7.500 x g, a 4 °C por 15 min. Apds a centrifugagao, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol 70% gelado. Novamente as amostras
foram centrifugadas a 7.500 x g, a 4 °C por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
deixado por 30 min a 37 °C para evaporacao do etanol residual. O produto de PCR purificado foi

ressuspendido em dgua ultrapura estéril e quantificado em nanodrop, como estabelecido por

Sambrook & Russel (2001).

4.5 Sequenciamento e identificacido molecular

O DNA purificado foi sequenciado pela empresa Macrogen (www.macrogen.com). As

sequencias obtidas foram processadas retirando-se as bases com qualidade phred inferior a 20. As
sequéncias com boa qualidade (phred >20) foram usadas para montar a sequéncia contig do gene
RNAr 16S usando no programa CodonCode Aligner. As sequéncias obtidas foram comparadas com
sequéncias depositadas no GenBank usando o BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) para andlise de
similaridade e identificagdo dos morfotipos. As espécies mais relacionadas foram escolhidas de

acordo com a porcentagem da cobertura e identidade (> 97%).

4.6 Atividades enzimaticas

Atividades enzimaticas foram realizados com os isolados obtidos de ambos os tipos de
amostras a fim de comparar entre esses dois ambientes A cole¢do de morfotipos foi reativada do
estoque em caldo TGE, incubadas a 37 °C, 150 rpm por 16 h. Para as atividades enzimaticas, cada
microorganismo foi transferido para placas de ATGE com amido (0,1% p/v) para amilases, com
tributirina (1% v/v) para lipases, e leite desnatado (1% p/v) e gelatina (3% p/v), para pesquisa de
diferentes proteases. Em geral, as atividades foram detectadas pelo aparecimento de zonas claras ao
redor das colonias (RODON et al., 2000). Para a detecgdo da atividade amilasica foi acrescentado ao
meio uma solucdo de lugol (12 1%/KI 2%) e para gelatinase foi adicionada uma solugdo de sulfato de

amonio ((NH4)2SO4) 4,1M.


http://www.macrogen.com)/
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4.7 Atividades antimicrobiana

4.7.1 Antibacteriano

Os morfotipos de ninho de espuma de L. vastus foram reativados do estoque sendo inoculados
em placa ATGE e incubados a 37 °C por 16 h. Logo depois de crescidos em placa, os morfotipos
foram inoculados em 10 mL de caldo TGE, a 37 °C, 150 rpm por 16 h. A densidade optica (DO) a
600 nm das culturas foi ajustada para 1 e centrifugadas a 7.500 x g, 5 min ¢ 4 °C para obteng¢ao do
sobrenadante livre de células. Os microorganismos alvos Escherichia coli ATCC 25922 e Bacillus
subtilis ATCC 6633, também foram crescidos em TGE e a DO 600 nm ajustada para 0,1. Os
microorganismos alvos foram transferidos com o auxilio de swab para Agar Muller Hinton (3 g/L de
peptona, 17,5 g/L de peptona de caseina, 15 g/L de 4gar, 20-25 mg/L de Ca*" e 10-12,5 mg/L de
Mg?>*) e 70 pl dos sobrenadantes dos morfotipos de ninhos de espuma foram adicionados em pogos
para avaliag¢do da inibicao do crescimento dos microorganismos alvos (LIHAN et al, 2014). O ensaio
foi repetido utilizando discos embebidos com a suspensdo de bactérias, com a DO a 600 nm
previamente ajustada para 1, a fim de verificar se as mesmas inibiam o crescimento do

microorganismo alvo E. coli de forma antagonica (LIHAN et al, 2014; YASIR, 2018).

4.7.2 Antifungica

Novamente os morfotipos de ninho de espuma de L. vastus foram reativados do estoque sendo
inoculados em placa ATGE e incubados a 37 °C por 16 h. Logo depois de crescidos em placa, os
morfotipos foram inoculados em 10 mL de caldo TGE, a 37 °C, 150 rpm por 16 h. A DO a 600 nm
das culturas foi ajustada para 1 e centrifugadas a 7500 g, 5 min e 4 °C para obten¢do do sobrenadante
livre de células. O fungo alvo Fusarium sp. foi crescido previamente durante 72 h em placa agar
batata e 70 ul dos sobrenadantes dos morfotipos de ninhos de espuma foram adicionados em pocos
para avaliagdo da inibicao do crescimento do fungo. O teste da atividade foi repetido em dois ensaios
antagdnicos, com o indculo de uma colonia na placa com Fusarium sp crescido a 4 dias e também
utilizando discos embebidos com a suspensao de bactérias, com a DO a 600 nm previamente ajustada

para 1, a fim de verificar se as mesmas inibiam o crescimento do fungo.

4.8 Atividade emulsificante

Logo apds serem reativados em placa ATGE, os morfotipos de ninho de espuma foram
inoculados em 10 mL de caldo TGE, a 37 °C, 150 rpm por 16 h. A densidade optica (DO) a 600 nm
das culturas foi ajustada para 1 e centrifugadas a 7.500 x g, 5 min ¢ 4 °C para obtengdao do
sobrenadante livre de células. A atividade emulsificante foi avaliada de acordo com a metodologia de
Igbal et al., (1995). O ensaio consistiu em adicionar 2,0 mL de querosene (Esso®, BR) e 2,0 mL do

sobrenadante bruto, em um tubo de ensaio rosqueado e agitar vigorosamente em vortex por 2 min,
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seguido de repouso por 24 h a temperatura ambiente. O indice de emulsificagdao (IE24) foi a razao

entre a altura da fase emulsionada e altura total do sistema, multiplicado por 100.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento e contagem de viaveis dos morfotipos bacterianos do ninho de espuma de L.
vastus

Foi possivel realizar a contagem de células (UFC) vidveis cultivaveis em meio ATGE nas
dilui¢des 10 nas amostras de ninho de espuma e 10~ nas amostras das pogas adjacentes onde os
ninhos se encontravam (Tabela 3), sendo possivel observar a diversidade de culturas entre elas
(Figuras 2). Desse modo, por haver uma quantidade maior de unidades formadoras de colonias nos
ninhos, acredita-se que estes fornecem um ambiente propicio para o desenvolvimento de uma
comunidade microbiana. Esse resultado corrobora com os dados encontrados por Hissa et al (2008),

mostrando que a bioestrutura dos ninhos de espuma possui uma comunidade bacteriana.

TABELA 3. Contagem de células viaveis totais em placa das amostras de ninhos de espuma de L.

vastus (N) e das pogas d’agua (P) em que os ninhos estavam inseridos.

Amostra UFC/mL
P1 225+0,5.10°
P2 3,75+0,17.10%
UFC/g
N1 2,22 +0,46 .10’
N2 1,47 £0,85.107

Fonte: Elaborada pela autora

FIGURA 2. Diversidade de colonias bacterianas obtidas a partir da amostra N2 2 do ninho de
espuma de L. vastus pela técnica de espalhamento (diluicdo10™).

Fonte: Elaborada pela autora
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Com relacdo a diversidade de morfotipos, os ninhos de espuma apresentaram 16 morfotipos e
as pocas d’agua apresentaram 21, sendo dois desses comuns em ambos como demonstrado no

Diagrama de Venn abaixo (Figura 3).

FIGURA 3. Diagrama de Venn relacionando as quantidades de morfotipos de cada tipo de

amostra.

Ninho de Poga d’égua
espuma
14 2 19

Fonte: Elaborada pela autora

Devido ao fato de os ninhos de espuma terem apresentado poucos morfotipos em comum com
o ambiente adjacente, somado ao fato de apresentarem uma alta quantidade de viaveis, acredita-se
que os ninhos de espuma possuem uma comunidade Unica, podendo ter uma maior contribui¢ao

parental, quando comparado com a contribui¢do do ambiente em que se encontra.

FIGURA 4. Morfologia das coldnias obtidas de ninho de espuma de L. vastus.

LW Lvz LVS Lve LvT Lva

Fonte: Elaborada pela autora
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FIGURA 5. Morfologia das colonias obtidas de poca d’agua associada ao ninho de espuma de L.

vastus.

Lv32 LvV37

V45 VAT

LV48 Lv49

Fonte: Elaborada pela autora

Nas figuras 4 e 5, nos mostra a diversidade na morfologia das coldnias dos isolados de ninho
de espuma de L. vastus e poga d’adgua associada. Elas foram diferenciadas com base nas suas

caracteristicas macroscopicas como cores, tamanho, relevo, opacidade, bordas, entre outras.

5.2 Extracao e amplificacio do RNAr 16S
0 DNA genomico de todos os morfotipos dos ninhos de espuma e das pogas d’dgua associadas
aos ninhos foram extraidos. Das 35 bactérias, 32 tiveram o gene RNAr 16S amplificado, detectados

através da presenca de bandas em gel de agarose (Figura 6). Nao foi possivel realizar a amplificacdo

do gene RNAr 16S das Lv 20, 40 ¢ 50.
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FIGURA 6. Eletroforese de gel de agarose 1% com amostras amplificadas do gene RNAr 16S dos

morfotipos.

v vl5 Lvlé LvZl 1vzz Lv23

Lw30
vll Lwl2 Lwid

kwls  LWaT Lval

Ll B Lvaz

. Lw50 Lvs2 Lv53

wd2 w43 Lwdd

Fonte: Elaborada pela autora
5.3 Analise do sequenciamento
As espécies mais relacionadas no GenBank apos alinhamento local através do BLAST das

sequencias do gene RNAr 16S dos morfotipos de ninho de espuma de L. vastus como montado nas

Tabelas 4 e 5
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TABELA 4. Espécies mais relacionadas no GenBank das sequencias do gene RNAr 16S dos

morfotipos de ninho de espuma de L. vastus.

Cepas L . . . 16S rDNA N° de acesso
Espécies mais relacionadas no o
GenBank ID (%) Tamanho
(pb)
Aer rophi
eromonas ncheles 100 Croless.l
Lv 01 Bacteroides 1389 ’
paurosaccharolyticus ot MG428881.1
) 99 CP018201.1
Aeromonas aquatica
Delftia sp strain MH698885.1
Lv 02 Delftia tsuruhatensis 99 1426 MH478206.2
Delftia lacustris MH333093.1
Lv 05 Pseudomonas nitroreducens 99 1324 NR 042435.1
Aeromonas caviae CP025705.1
Lv 06 Aeromonas dhakensis 99 1348 CP023141.1
Aeromonas punctata FJ940803.1
Aeromonas caviae CP025705.1
Lv 07 Aeromonas dhakensis i 1484 CP023141.1
Enterobacter cloacae MH100700.1
Lv 08 Cronobacter sakazakii 99 1379 KT933253.3
Salmonella sp KU641450.1
Stenotrophomonas sp MH703460.1
Lv 10 Sten?trophqmqnas 99 1419 LT223687 1
acidaminiphila
Stenotrophomonas
acidaminiphila 99 CP012900.1
Stenotrophomonas 98 CP016756.1
Lvil nitritireducens 98 1502 AB294556.1
Stenotrophomonas maltophilia 98 MG576051.1
Stenotrophomonas pictorum
Aeromonas hydrophila 100 CP016990.1
Aeromonas aquatica 100 CP018201.1
Lvi2 Aeromonas rivipollensis 99 1495 CP027856.1
Aeromonas veronii 99 AY987746.1
Lv13 Klebsiella oxytoca 99 1314 LS483483.1
Pseudomonas anguilliseptica 99 KX980434.1
Lv 14 Pseudomonas peli 98 1356 HQ202835.1
Pseudomonas fluorescens 98 HQ874650.1
Bacillus subtilis MG706013.1
Lv 15 Bacillus sonorensis 100 1425 MH371778.1
Bacillus tequilensis MH100904.1
Lv 16 Gemmobacter caeni 99 1409 NR 108321.1
Aeromonas hydrophila CP016989.1
Aeromonas aqudtica CP018201.1
Lv2l Aeromonas veronii 9 1502 AY987746.1
Aeromonas encheleia MG428961.1
Pseudomonas putida LT799039.1
Lv 30 Pseudomonas monteilii 99 1382 KT881478.1
Pseudomonas plecoglossicida KU597529.1

Fonte: Elaborada pela autora

Os morfotipos com sequéncias de melhor qualidade foram identificados a nivel de género.

Para uma melhor distingdo das espécies relacionadas € necessario a utilizagdo de outras sequéncias,

como gyrB (subunidade B da DNA girase) e rpoD (fator §70) (BORREL et al, 1997; YANEZ et al.,

2003; SAAVEDRA et al., 2006). Alguns géneros encontrados no ninho de espuma de L. vastus ja
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foram relatados por Flechas et al (2018) como Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus. Os autores
estudaram a microbiota associada e os peptideos antimicrobianos da pele de duas espécies simpatricas

de anfibios, Dendropsophus labialis € Rheobates palmatus, presente nos Andes colombianos.

Ao estudar os microrganismos morfotipos da pele do anfibio Rana sphenocephala e o
potencial destes em inibir ou estimular o crescimento do fungo patogénico Bd, Holden et al. (2015)
reportaram Pseudomonas geniculata, P. hibiscicola e Stenotrophomonas maltophila como inibidores
de 90 % do crescimento do fungo Bd. Nesse mesmo estudo, encontramos a 3 representantes do género
Pseudomonas e 2 representantes do género Stenotrophomonas que podem atuar como
microrganismos protetores contra infec¢des por fungos patogénicos. Isso indica a relagdo da
microbiota cutanea desses animais com a microbiota ninho de espuma e que esta pode ter uma

contribui¢do na imunidade inata dos ovos e girinos.

TABELA 5. Espécies mais relacionadas no GenBank apos alinhamento das sequencias do gene
RNATr 16S dos morfotipos de poga d’adgua associada ao ninho de espuma de L. vastus.

Cepas Espécies mais relacionadas no 16S rDNA N° de acesso
GenBank
ID (%) Tamanho
(pb)

Brevundimonas vesicularis KF975414.1

Lv 24 Brevundimonas nasdae 99 1412 KC178596.1
Brevundimonas sp. JX661060.1

Pseudomonas psychrotolerans LN651270.1
Pseudomonas oryzihabitans NR_117269.1

Lv27 Pseudomonas oleovorans 2 1475 AY623816.1
Pseudomonas aeruginosa MG892781.1
Bacillus cucumis NR_148626.1

Bacillus drentensis DQ275176.1

Bacillus niacini IN993716.1

Lv32 Bacillus pocheonensis i 1440 GU329910.1
Azorhizophilus paspali LN874287.1

Bacillus bataviensis EU334358.1

Bacillus circulans EF100968.1

Lv 37 Bacillus nealsonii 99 1417 LT223630.1
Bacillus subtilis KT901826.1

Tsukamurella tyrosinosolvens MG763891.1

Tsukamurella sp. HQ622532.2

Tsukamurella hominis KY787186.1

Tsukamurella pulmonis AB478948.1
Tsukamurella strandjordii NR _025113.1

Lv38 Tsukamurella inchonensis 9 1426 AB478960.1
Tsukamurella pseudospumae AY333425.1
Tsukamurella paurometabola NR_074458.1

Tsukamurella spumae AY238512.1
Tsukamurella spongiae NR 043137.1

Pseudomonas alcaligenes 99 KP644236.1

Lv 40 Pseudomonas aeruginosa 99 1447 GU384228.1
Pseudomonas pseudoalcaligenes 99 HQ454993.1

Pseudomonas otitidis 98 KUS551193.1

Klebsiella quasipneumoniae CP029597.1
Enterobacteriaceae bacterium CP024784.1

Lv42 Klebsiella pneumoniae » 1408 MHO036335.1
Klebsiella variicola CP013985.1

Stenotrophomonas sp. AB180662.1

Stenotrophomonas terrae KT380555.1

Lv43 Stenotrophomonas maltophilia % 1417 FJ194517.1
Stenotrophomonas nitritireducens GU945537.1
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Xanthomonas sp. AF385546.1

Stenotrophomonas acidaminiphila KX611377.1

Klebsiella oxytoca LS483483.1

Klebsiella sp. AB118219.1

Lv 44 Pantoea dispersa 98 1477 JF772060.1
Klebsiella michiganensis CP029141.1

Citrobacter werkmanii CP024675.1

Chromobacterium aquaticum gg LN995680.1

Lv 45 Chromobacterium rhizoryzae 97 1488 CP031968.0
Chromobacterium haemolyticum NR _043957.1
Chromobacterium violaceum 97 HM449690.1

Bacillus sp. 99 KR108383.1
Bacillus mangrovi 98 NR_157636.1

Lv47 Bacillus indicus 98 1491 MG651110.1
Brevundimonas bullata 97 KR085792.1
Pseudomonas entomophila NR_102854.1

Pseudomonas putida CP011789.1
Pseudomonas mosselii NR _024924.1

Lv48 Pseudomonas monteilii » 1531 CP022562.1
Pseudomonas plecoglossicida CP031146.1
Stenotrophomonas rhizophila CP031729.1

Bacillus sp. CP020437.2

Bacillus cereus CP017060.1

Bacillus thuringiensis CP015350.1

Lv 49 Bacillus toyonensis 99 1532 CP006863.1
Bacillus mobilis CP031443.1
Bacillus wiedmannii NR _152692.1

Acetobacter pasteurianus FM179768.1

Stenotrophomonas maltophilia CP028358.1
Stenotrophomonas sp. AB200253.1

Lvs2 Pseudomonas geniculata % 1588 KJ147059.1
Pseudomonas hibiscicola KC172017.1

Staphylococcus kloosii 99 CP027846.1

Staphylococcus sp. 99 HQ154574.1

Staphylococcus cohnii 98 CP027422.1

Lvs3 Staphylococcus succinus 98 1510 CP018199.1
Staphylococcus gallinarum 98 MH450100.1

Staphylococcus saprophyticus 98 CP022093.2

Fonte: Elaborada pela autora

Pela Tabela 4 e 5, foi possivel observar alguns gé€neros presentes apenas nos ninhos de

espuma, outros apenas nas pogas d’agua e outros presentes em ambos os ambientes (FIGURA 7),

confirmando que o ninho tem uma microbiota propria e Unica, independente do ambiente em que se

encontra.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP024675.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=88&RID=XFC5801M015
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FIGURA 7. Distribui¢do dos géneros bacterianos em amostras de ninhos de espuma de L. vastus,
poga d’agua e em ambos.

Poca d’agua

Ninho de espuma .
P Brevundimonas sp.

Aeromonas sp.

Delfiia sp. Azorhizophilus sp.

Pseudomonas sp.

Salmonella sp. Acetobacter sp.

Cronobacter sp. LBt Sigs Tsukamurella sp.

Stenotrophomonas sp.
Bacteroides sp. Pantoea sp.

Klebsiella sp. .
Germobacter sp. Citrobacter sp.

Enterobacter sp.  cpomobacterium sp.

Staphylococcus sp.

Fonte: Elaborada pela autora

O género Aeromonas, que foi relacionado com 5 dos 16 morfotipos de ninho de espuma, ja
foi descrito por causar mortes em massa da espécie Rana muscosa nos anos 80 (BRADFORD, 1991).
Na California houve dois anos de surtos de ranavirose esporadicos € menores em girinos de
populacdes de Rana mucosa que foram previamente dizimadas por quitridiomicose (SMITH et al.
2017), enquanto uma pequena populagdo de anuros cativos incluiu individuos infectados por Bd, Rv
e também bactérias Aeromonas sp (MILLER et al, 2008). Entretanto, ainda nao foi relatado a
susceptilidade de L. vastus a infeccao por espécies de Aderomonas sp., sendo A. hydrophila ja descrita
por fazer parte da microbiota normal de anfibios (COLOMBO et al, 2015). A comunidade simbiotica
bacteriana contribui para a imunidade inata dos anfibios por interagdes competitivas entre espécies e
producao de moléculas antimicrobianas, inibindo o crescimento de potenciais patogenos (PASSOS,
2018). Mais estudos sobre a comunidade microbiana cultivavel e ndo cultivavel dos ninhos de espuma
de L. vastus precisam ser investidos para melhor elucidar a contribui¢do ecoldgica de protegdo dessa

microbiota.

5.4 Atividades enzimaticas

Dentre os 35 morfotipos, 11 apresentaram atividade amildsica, sendo 4 morfotipos de ninho,
5 de poca d’agua e 2 morfotipos presentes em ambas as amostras. Para a atividade protedsica com
leite desnatado, em 15 morfotipos foi observado a presenga de halos, sendo 5 morfotipos de ninho, 8
de poca d’agua e 2 morfotipos presentes em ambas as amostras. Para a atividade protedsica com
gelatina, 11 morfotipos formaram o halo, sendo 3 de amostras de ninho, 6 de amostras de poga e 2
presentes em ambas as amostras. Na atividade lipasica, 3 morfotipos apresentaram uma discreta
atividade, 2 morfotipos de ninho e 1 morfotipo presente em ambas as amostras, como € mostrado na

Tabela 6. Dessa forma, a atividade proteésica foi a mais encontrada. Levando-se em consideracao
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que os ninhos de espuma de L. vastus apresentam em sua composi¢cdo majoritaria proteinas e
carboidratos (HISSA et al., 2008), pode explicar o fato de a microbiota associada apresentar maior

atividade proteasica.

TABELA 6. Atividades enzimaticas positivas para amilase, protease (caseina e gelatina) e lipase das
amostras de ninhos de espuma de L. vastus, das pocas d’agua em que os ninhos estavam inseridos, €

amostras encontrados em ambos.

Atividade Morfotipos de Morfotipos de Morfotipos visto
enzimatica Ninho Poca em Ambos
Amilase 4 (11,4%) 5(14,3%) 2
Protease — Caseina 5 (14,3%) 8 (22,8%) 2
Protease - Gelatina 3 (8,7%) 6 (17,1%) 2
Lipase 2 (5,7%) 1 1

Fonte: Elaborada pela autora

Como foi mostrado na Tabela 6, o maior nimero de morfotipos com atividade proteésica e

amilasica sdo os de pogas d’agua proximas aos ninhos.

TABELA 7. Atividades enzimaticas dos morfotipos de ninho de espuma de L. vastus.

amilasica caseina gelatina Lipasica
Lv 01 + + + +
Lv 02 - - - -
Lv 05 - - - -
Lv 06 + + + -
Lv 07 + + + -
Lv 08 - - - -
Lv10 - - - -
Lv11 - - - -
Lv 12 + + - +
Lv13 - + - -
Lv14 - - - -
Lv 15 - - - -
Lv 16 - - - -
Lv 20 + + + -
Lv 21 + + + +

Lv 30 - - - -
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Fonte: Elaborada pela autora

Foram observados pequenos halos na atividade lipasica, apenas em morfotipos de ninho de
espuma, Lv 01, 12 e 21. Essa baixa taxa de atividade lipasica, ¢ um resultado ja esperado devido a
composicdo bioquimica do ninho de espuma conter predominantemente proteinas e carboidratos
como relatado por Hissa et al (2008). Por outro lado, os ninhos de espuma apresentaram mais

morfotipos com atividade lipasica quando comparado com os morfotipos das pocas d'agua.

Os morfotipos de ninho de espuma com atividades enzimaticas em todos os ensaios realizados,
Lv 1 e 21 foram relacionados principalmente com espécies do género Aeromonas sp. Espécies como
Aeromonas hydrophila e Aeromonas caviae ja foram relatadas por produzirem hidrolases, como
proteases, lipases e amilase (NAM; JOH, 2007). Essas proteinas ja foram descritas por serem fatores
de viruléncia e causarem a patogeneicidade de espécie do género Aeromonas (ALBERT et al., 2000;
KONEMAN et al., 2001; WATANABE et al., 2004; FADANELLI, 2005). Se estudos posteriores
confirmarem um potencial de interesse industrial para aplicagdes dessas enzimas, demonstrando o
valor agregado a elas, faz-se-4 necesserdrio a expressdo das mesmas em sistema heterélogo por

métodos de clonagem molecular utilizando microrganismos nao patogénicos.

TABELA 8. Atividades enzimdticas dos morfotipos de poca d’adgua associada ao ninho de espuma

de L. vastus.

Atividade Atividade Atividade Atividade

s proteasica - proteasica - g
amilasica , . lipasica
caseina gelatina
Lv 22 - + + -

Lv 23 - - - -
Lv 24 - - - -
Lv 27 - - - -
Lv 32 + - - -
Lv 37 + - - -
Lv 38 - - - -
Lv 39 - - - -
Lv 40 - - - -
Lv 42 - - - -
Lv 43 - - - -
Lv 44 - - - -
Lv 45 - + + )

Morfotipos

Lv 47 + + + -



Lv 48
Lv 49
Lv 50
Lv 52
LvS3

+ o+ o+ o+

Fonte: Elaborada pela autora
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FIGURA 8. Atividade protedsica — caseina, halos presentes nos morfotipos de ninho de espuma Lv

01,06,07,12, 13; Lv 20, 21 vistos em ambos os ambientes e Lv 22, 45, 47, 48, 49, 50 e 52 morfotipos

de poga d’agua.

Fonte: Elaborada pela autora
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FIGURA 9. Atividade protedsica — gelatina, halos presentes nos morfotipos de ninhos de espuma

Lv 1,6, 7; Lv 20, 21 vistos em ambos os ambientes e Lv 22, 45, 47, 48, 49, 50 morfotipos de poca

d’agua.

Fonte: Elaborada pela autora

FIGURA 10. Atividade amilasica, presenga de halos nos morfotipos de ninho de espuma Lv 1, 6, 7,
12; Lv 20, 21 de ambos os ambientes e Lv 22, 47, 49, 50 isolados de poga d’agua.

Fonte: Elaborada pela autora
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FIGURA 11. Atividade lipasica, presen¢a de halos nos morfotipos de ninho de espuma Lv 1, 12 ¢

Lv 21 presente em ambos os ambientes.

Fonte: Elaborada pela autora

Atualmente, mais de 500 produtos sdo produzidos usando enzimas e cerca de 150 processos
industriais se beneficiam do uso de enzimas ou catalisadores de microrganismos. Além disso, mais
de 3000 enzimas s3o conhecidas e aproximadamente 65% sao hidrolases usadas nas industrias de
detergentes, téxteis, papel, celulose e amido e quase 25% delas sdo usadas para processamento de

alimentos (ADRIO; DEMAIN, 2014).

Peptidases ou proteases sdo enzimas proteoliticas que catalisam a hidrélise de ligagdes
peptidicas em proteinas ou peptideos. As peptidases também sdo um potencial alvo de drogas para
doengas microbianas, participando da patogénese, inativando os mediadores de defesa imunologica
do hospedeiro, no processamento de proteinas hospedeiras ou parasitarias e na digestdo de proteinas
hospedeiras. Estas caracteristicas tornam as peptidases muito valiosas para as industrias
farmacéuticas (VERMELHO, 2013). Outras inimeras aplicacdes de peptidases estdo nas industrias

de detergentes, cosmética, quimica e alimenticia (ADRIO; DEMAIN, 2014).

As enzimas amiloliticas sdo uma das enzimas mais interessantes para processos industriais. A
a-amilase de diferentes espécies do género Bacillus sdo as amilases mais aplicadas em processos
biotecnoldgicos, devido as suas propriedades termofilicas e altas taxas de conversao (PRAKASH et
al., 2010). As amilases sdo também utilizadas na induastria alimentar para a produ¢do de xaropes de
glucose, frutose e maltose, redugdo da viscosidade dos xaropes, redug¢do da turbidez dos sumos e
também da fermentacdo do alcool. Eles também estdo envolvidos nas industrias téxtil, papeleira,
detergente, quimica, farmacéutica e de petroleo (VERMELHO, 2013; KYAW et al., 2010). Quase
todas as atividades amilasicas em isolados de poga d’adgua sdao do género Bacillus, demonstrando o

potencial desses isolados para produgado desse tipo de enzima.

As aplicagdes biotecnoldgicas de lipases tém um amplo espectro de uso, incluindo nas

industrias alimenticia, lactea, farmacéutica, cosmética, agroquimica, biossurfactante, detergente e
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papel (GUPTA et al, 2004; HASAN et al, 2006; SANGEETHA et al, 2011). A produg¢ao de biodiesel
tem sido um dos principais setores que estimulam a busca de lipases (CHARPE; RATHOD, 2011).
O biodiesel ¢ composto de acidos graxos metil-esterificados derivados da transesterificacao de
triglicérides por agdo enzimadtica, proporcionando uma série de vantagens, como a reducdo do
processo operacional na fabricacdo e separacdo dos subprodutos do glicerol. Para o meio ambiente,

as vantagens sao inumeras, como a redu¢do de emissdes de particulas, baixa toxicidade e alta

biodegradabilidade (VERMELHO, 2013).

5.5 Atividade antimicrobiana

Nos ensaios feitos com sobrenadante e célula ndo foram observados atividade antibacteriana
contra os microrganismos testados E. coli e Bacillus subtilis. Os microrganismos alvos escolhidos
sd0 compativeis com o nivel I de biosseguranga do laboratdrio. Isso ndo significa dizer que os
morfotipos ndo possuem tal atividade, pois testes com outros microrganismos alvo precisam ser

realizados.

Vale ressaltar que espécies de Aeromonas, encontradas nos ninhos de espuma, possuem a
capacidade de inibir compostos antibacterianos de outras espécies. O recente seqiienciamento
completo do genoma de A. hydrophila ATCC7966, (Seshadri et al, 2006), permitiu a identificacdo de
uma protease extracelular (EprA), previamente descrita por Chang et al (1997) e Yu et al (2005), e
de uma metaloprotease similar a uma protease de Vibrio cholerae, a qual, pode estar envolvida na

degradacao de proteinas antimicrobianas.

No ensaio antifingico, observamos atividade contra o fungo Fusarium sp. no sobrenadante e
no ensaio antagonico da Lv 15, e no ensaio antagdnico da Lv 05 (Figura 12 e 13). Esses morfotipos
foram relacionados com espécies do género Bacillus e Pseudomonas, respectivamente, o que
corrobora com relatos ja descritos que varias espécies desses géneros produzem moléculas com
atividade antifingica (YASIR, 2018; FLECHAS et al, 2018; HOLDEN et al, 2015). Holden et al
(2015) e Flechas et al (2018) discutem especificamente sobre a protecdo da microbiota da pele de
anfibios contra o fungo patogénico Bd, onde encontraram espécies dos géneros citados com atividade
antifungica. Em ninho de espuma de L. vastus ¢ primeira vez que esses géneros estdo associados a

essas atividades.
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FIGURA 12. Inibi¢do do crescimento do fungo Fusarium sp. pelo morfotipo Lv 15. O controle
negativo utilizado correspondeu a Escherichia coli ATCC 25922. Sobrenadante livre de célula (A),
contado com a colonia (B), suspensdo da cultura em discos de papel filtro (C).

Fonte: Elaborada pela autora

Ambos os tipos de ensaio sdo essenciais para se entender como se da a produgdo desses
antimicrobianos. Atividades encontradas no sobrenadante, indicam moléculas que sdo produzidas
constitutivamente com o crescimento e sdo secretadas. O ensaio antagdénico mostra se aquele
microrganismo ¢ capaz de produzir moléculas com a atividade na presenga de outros microrganismos,

sendo esta produc¢do induzida pela ameaga.

O morfotipo Lv 15 produz uma moélecula com atividade antifungica para Fusarium sp e
secreta para o meio extracelular e essa producao parece estar associada ao crescimento dessa bactéria.

Quando fazemos o ensaio antagonico essa atividade se mostra ainda mais notavel.

No caso do morfotipo Lv 05 ela ndo produz nenhuma molécula antifingica associada ao seu
crescimento visto que ndo foi possivel observar essa atividade no sobrenadante. Entretanto quando
realizado os testes antagdnicos a bactéria foi induzida a produzir algum composto para inibir o

crescimento do fungo.

Esses resultados reforcam ainda mais a hipotese da contribuicdo da microbiota associado aos
ninhos de espuma de L. vastus na imunidade inata dos ovos e girinos, € que a comunidade que protege

a pele desses animais pode ser construida desde a eclosdo no primeiro contato com este ambiente.
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FIGURA 13. Inibi¢do do crescimento do fungo Fusarium sp pelo morfotipo Lv 05. Sobrenadante

livre de célula (A), contado com a coldnia (B), suspensdo da cultura em discos de papel filtro (C).

Fonte: Elaborada pela autora

Ensaios com outros fungos devem ser conduzidos, inclusive contra o fungo Bd, para confirmar
se a microbiota presente no ninho é capaz de atuar contra este e outros patégenos, indicando que a
comunidade simbiotica presente na pele de anfibios adultos ¢ construida desde a concepcao e

deposi¢ao dos ovos em ninhos de espuma.

5.6 Atividade emulsificante

Foi investigado a presenga de moléculas biosurfactantes nos sobrenadantes dos morfotipos a
fim de conhecer se a microbiota associada contribui com as atividades surfactantes presentes nos
ninhos de espuma de L. vastus. Foi possivel observar atividade emulsificante em 3 sobrenadantes de

morfotipos de ninhos de espuma, Lv 02, 15 e 16, como mostra a Figura 14 abaixo.

FIGURA 14. Emulsdes dgua/6leo com sobrenadantes de Lv 02 (A), Lv 15 (B), Lv 16 (C) obtidos de

ninho de espuma de L. vastus.
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e S

Fonte: Elaborada pela autora

O sobrenadante da Lv 02, que foi relacionada com o género Delftia no sequenciamento,
apresentou 50,9% de emulsdo. Ainda pouco se conhece sobre atividades biosurfactantes produzidas
por esse género, mas ja se sabe que algumas espécies foram capazes de degradar compostos derivados
do petroleo e outros xenobidticos (KOUTNY et al., 2009; PATIL et al., 2006). O sobrenadante da Lv
15, que foi relacionada com o género Bacillus no sequenciamento, apresentou 45,5% de emulsdo. Ja
foi comumente descrito sobre a producdo de biosurfactantes por diversas espécies do género Bacillus
(DECESARO et al., 2013; SAENZ-MARTA et al., 2015; MNIF et al, 2012; YADAV et al., 2016).
Esse mesmo biosurfactante pode estar relacionado com a antividade antifingica, j& que muitos
biosurfactantes produzidos pelo género Bacillus possuem atividade antifungica (STUMBRIENE et
al., 2018). O sobrenadante da Lv 16, que foi relacionada com o género Germobacter, apresentou
25,9% de emulsdao. Ainda ndo ha relatos na literatura sobre espécies desse género que produza
biosurfactantes, mas ja foi descrito por SHEU et al. (2013) uma espécie desse género capaz de

acumular polihidroxibutirato, polimero muito estudado na industria do plastico.

Cerca de mais de 200 espécies diferentes tem sido descritas com capacidade de utilizacdo de
hidrocarbonetos (KATAOKA, 2001). Leahy e Colwell (1990) citam os seguintes géneros de bactérias

como os mais importantes: Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthobacter, Bacillus,
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Flavobacterium, Nocardia e Pseudomonas. Originalmente, biossurfactantes chamaram a atengdo
como agentes de dissolugdo de hidrocarbonetos no final dos anos 60 como substitutos potenciais para
surfactantes sintéticos (carboxilatos, sulfonatos e ésteres de acido sulfato), especialmente nas
industrias alimenticia, farmacéutica e de petrdleo. Os géneros bacterianos Pseudomonas e Bacillus

produzem multiplos lipopepideos altamente ativos (RAAIJMAKERS et al, 2010).

Na biorremediagdo de area contaminadas o papel mais comum dos biossurfactantes ¢
aumentar a dispersao de contaminantes na fase aquosa e aumentar a biodisponibilidade do substrato
hidrofobico para microorganismos, com subsequente remog¢dao desses poluentes através da
biodegradacdo (APARNA; SRINIKETHAN; HEDGE, 2011; OLLOSKA; POLKOWSKA,;
NAMIESNIK, 2012).

Diversos processos avangados de recuperacao de petréleo sdo atualmente empregados em
todo o mundo: térmicos, quimicos, fisicos, etc. (AL-SULAIMANI et al., 2011). No entanto, esses
processos sdo muito caros e prejudiciais a0 meio ambiente. Assim, ¢ necessdria a busca de
alternativas, economicas e ecologicamente corretas para os métodos de recuperagdo de petréleo
aprimorados quimicos e térmicos. Foram propostos varios processos baseados na biotecnologia para
aumentar a producao de petroleo na actual escassez de energia (SUN et al. 2011). Os biossurfactantes
tém aplicagdes neste dominio, uma vez que estes compostos naturais melhoram a mobilizagdao de
hidrocarbonetos, aumentando assim a recuperacao de petroleo bruto de reservatorios em um processo
denominado recuperagdo de O6leo aprimorada por microorganismos (MEOR) (PERFUMO;

RANCICH; BANAT, 2010).

Os biosurfactantes apresentam diversas propriedades uteis para industria alimenticia. A
emulsificagdo € importante para a formacdo de consisténcia e textura em alimentos, bem como a
dispersdo de fases e a solubilizagdo de aromas (CAMPOS et al., 2013, 2014). A funcdo geral dos
emulsificantes em produtos alimenticios € estabilizar a emulsdo controlando a aglomeracdo de

globulos de gordura e estabilizando os sistemas aerados.

Os biossurfactantes também tém sido utilizados em diferentes aplicagdes biologicas
(terapéuticas) devido as suas propriedades fungicidas, bactericidas, inseticidas e anti-virais, bem
como agentes de adesdo e inibidor enzimatico (RANGARAJAN; SEM, 2013; AUSTAD;
TAUGBO@L, 1995). A atividade antiaderente, que ¢ a capacidade de inibir a aderéncia de
microorganismos patogénicos a superficies solidas ou locais infecciosos, também tem sido relatada
para biossurfactantes, levando a uma redugdo nas infecgdes hospitalares, sem necessidade de drogas

ou agentes quimicos sintéticos (RODRIGUES et al., 2006)
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Mais estudos e outros ensaios sdo necessarios para avaliacdo de outras atividades biologicas
da microbiota associada aos ninhos de espuma de L. vastus, a fim de prospectar cada vez mais
biomoléculas com aplicagdes biotecnoldgica e para o maior entendimento do papel ecoldgico da

comunidade simbiotica.
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6. CONCLUSAO

O estudo obteve €xito em seus objetivos, com a constru¢do de uma biblioteca com 35
morfotipos de amostras de ninho de espuma de Leptodactylus vastus e poga d’agua associada. Foram
obtidas 11 bactérias com atividade amilasica, 14 apresentaram atividade protedsica e 3 apresentaram
atividade lipasica; destacando-se Lv 1, 6, 7, 12, 20, 21, 45, 47, 48, 49 e 50 com atividades positivas
em mais de um teste enzimatico realizado. Foi observado atividade antifiingica contra Fusarium sp.
dos morftipos Lv 05 e 15 e atividade emulsificante nos sobrenadantes da Lv 02, 15 e 16.
Demonstrando o potencial biotecnoldgico dos microrganismos dos ninhos de espuma em diferentes
aplicagdes biotecnoldgicas. Em adicdo, o estudo dessa comunidade pode elucidar o papel ecologico

dos ninhos de espuma e auxiliar na conservagao de espécies de anuros.
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