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RESUMO

As macroalgas marinhas s&o organismos fotossintetizantes altamente diversificados,
capazes de produzir metabalitos de alto valor agregado, os quais podem ser utilizados
como componentes em diversos produtos biotecnoldgicos essenciais para a vida
moderna. As macroalgas marinhas possuem relagdes ecoldgicas com diversos seres
vivos, dentre eles os micro-organismos, incluindo bactérias produtoras de enzimas
especificas, particularmente as enzimas ativas em carboidratos (CAZymes). Dentre
essas CAZymes, destacam-se as agarases, capazes de hidrolisar o polissacarideo
agar presente na parede celular de algas do filo Rhodophyta. Nesse contexto, a
prospeccdo de microrganismos produtores de agarases se faz essencial para
descoberta de novos biocatalisadores industriais, especialmente diante da
multiplicidade de aplicagbes de enzimas agaroliticas e os oligossacarideos
biologicamente ativos derivados de sua agao. Este estudo tem como objetivo isolar e
investigar a diversidade de bactérias produtoras de agarases em macroalgas
coletadas em diferentes cidades do do litoral fluminense. Um total de 26 espécimes
de macroalgas marinhos abrangendo os géneros Ulva (Chlorophyta), Sargassum
(Phaeophyceae), Laurencia (Rhodophyceae) e Codium (Chlorophyta) foram coletadas
em 6 expedigdes: 2 na Enseada do Bananal (Niterdi, RJ); 1 na Praia de Boa Viagem
(Niterdi, RJ); 1 Praia da Urca (Rio de Janeiro, RJ); 2 Praia Rasa (Armagao dos Buzios,
RJ). Uma soma de 583 bactérias foram isoladas nos meios Marine, Marine 1:10,
MMM, MMM + agarose, MMM + alginato, agar amido caseina, MMM + 6leo e LB. Apés
triagem da produgédo dessas enzimas em meio de Hu, um conjunto de 286 das 583
bactérias (49,05%) apresentaram atividade agarolitica. Um total de 125 de 273
bactérias potencialmente agaroliticas (45,79%) testadas exibiram atividade em testes
de perfil catabolico em MMM adicionado de agarose para avaliagédo do consumo dessa
forma do polissacarideo como unica fonte de carbono. Complementarmente foi
realizado a identificagdo de bactérias verdadeiramente agaroliticas, capazes de gerar
depressao e/ou liquefagdo do agar e/ou agarose durante o crescimento nos meios de
isolamento e nos meios adotados nessa etapa de triagem. Durante o isolamento foram
identificadas 15 estirpes consideradas verdadeiramente agarolitca, entretanto,
apenas 8 obtiveram resultado positivo nas etapas de atividade enzimatica, das quais
2 também geraram depressdo na etapa de MMM+agarose e 1 gerou depressdo em
meio de Hu. Em particular, todas essas amostras foram isoladas das macroalgas
coletadas em Praia Rasa (Armacao dos Buzios), majoritariamente do género Codium.
Apds envio para identificacdo por espectrometria de massas MALDI-TOF, uma soma
de 309 de 437 amostras foram classificadas com confiabilidade a nivel de género,
sendo o género mais predominante de Vibrio, com 215 estirpes (69,8%). Com base
nos resultados obtidos, as etapas selecionadas no estudo notabilizam uma promissora
fonte de rastreamento para bactérias agaroliticas.

Palavras-chave: macroalgas marinhas, bactérias, CAZymes, agarases.



ABSTRACT

Marine macroalgae are highly diversified photosynthetic organisms capable of
producing high-value metabolites, which can be used as components in various
biotechnological products essential for modern life. Marine macroalgae have
ecological relationships with various living beings, including microorganisms, such as
bacteria that produce specific enzymes, particularly carbohydrate-active enzymes
(CAZymes). Among these CAZymes, agarases stand out, capable of hydrolyzing the
agar polysaccharide present in the cell wall of algae of the phylum Rhodophyta. In this
context, the prospecting of agarase-producing microorganisms is essential for the
discovery of new industrial biocatalysts, especially given the multiplicity of applications
of agarolytic enzymes and biologically active oligosaccharides derived from their
action. This study aims to isolate and investigate the diversity of agarase-producing
bacteria in macroalgae collected in different cities on the coast of Rio de Janeiro. A
total of 26 marine macroalgae specimens covering the genera Ulva (Chlorophyta),
Sargassum (Phaeophyceae), Laurencia (Rhodophyceae), and Codium (Chlorophyta)
were collected in 6 expeditions: 2 in Enseada do Bananal (Niteréi, RJ); 1 in Praia de
Boa Viagem (Niterdi, RJ); 1 in Praia da Urca (Rio de Janeiro, RJ); 2 in Praia Rasa
(Armacao dos Buzios, RJ). A total of 583 bacteria were isolated in various media,
including Marine, Marine 1:10, MMM, MMM + agarose, MMM + alginate, casein starch
agar, MMM + oil, and LB. After screening for agarase production in Hu medium, 286
of the 583 bacteria (49.05%) showed agarolytic activity. A total of 125 of 273 potentially
agarolytic bacteria (45.79%) tested exhibited activity in catabolic profile tests in MMM
added with agarose to evaluate the consumption of this polysaccharide form as the
sole carbon source. Additionally, the identification of truly agarolytic bacteria, capable
of generating depression and/or liquefaction of agar and/or agarose during growth in
isolation media and screening media, was performed. During isolation, 15 strains were
identified as truly agarolytic, but only 8 obtained positive results in enzymatic activity
stages, of which 2 also generated depression in the MMM+agarose stage and 1
generated depression in Hu medium. Notably, all these samples were isolated from
macroalgae collected in Praia Rasa (Armag&o dos Buzios), mostly from the genus
Codium. After submission for identification by MALDI-TOF mass spectrometry, a total
of 309 of 437 samples were classified with reliability at the genus level, with Vibrio
being the most predominant genus, with 215 strains (69.8%). Based on the results
obtained, the selected stages in the study highlight a promising source of tracking for
agarolytic bacteria.

Keywords: marine macroalgae, bacteria, CAZymes, agarases
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1. INTRODUGAO

Apesar de possuir esse nome, a Terra € um planeta majoritariamente composto
de agua. Os oceanos ocupam 362.000.000 quildmetros quadrados (km?),
representando cerca de 71% da superficie terrestre, além de constituirem no principal
reservatério de agua (98% do total), oferecendo trezentas vezes mais locais habitaveis
do que habitats terrestres ou de agua doce (Cavalcanti, 2021).

Dentre os seres residentes de aguas oceanicas, o “macrofitobentos” abarca a
comunidade de organismos vegetais macroscopicos que vivem no mar ou presos a
superficies sdlidas. Isso inclui as macroalgas marinhas, que sao elementos-chave no
ambito estrutural e funcional dos ecossistemas costeiros (Cavalcanti, 2021).

As interagdes hospedeiro e microrganismos desempenham um papel crucial nos
ecossistemas marinhos, sendo responsabilidade das macroalgas o fornecimento de
nutrientes enquanto a comunidade bacteriana promove o crescimento e protecao
contra patogenos. Nessa representagéo, o individuo de maior tamanho é a macroalga,
e 0 menor tamanho os microrganismos do ambiente, considerados como um
holobionte (Egan et al., 2013). Por incluir toda a microbiota associada, essas
interagdes podem ser benéficas, prejudiciais ou até sem consequéncias, podendo ser
oportunistas, competitivas ou cooperativas. Essa informagéo genética combinada da
microbiota associada € conhecida como microbioma (Hollants et al., 2012).

Além disso, como consequéncia da fonte de bioativos por macroalgas e suas
interacbes com microbioma, tem atraido a industria dos setores alimenticio,
farmacéutico, biomédico, biotecnolégico, agricola, aquicultura e energia. Vale
ressaltar que a composi¢cdo quimica das algas varia de acordo como salinidade,
habitat geografico, variagdo sazonal e condigdes ambientais como temperatura da
agua, concentragado de nutrientes, intensidade da luz e acidificagdo dos oceanos
(Menaa et al., 2020).

1.1. ALGAS MARINHAS

Algae é o plural de algas no latim, nome utilizado pelos romanos para identificar o
que acreditaram ser plantas destituidas de raiz, caule e folhas, com coloragao pardas
e vulgarmente chamadas de “sargacgos”, que surgiam nas praias pelas marés durante
ressacas. Os organismos denominados de algas (do grego “phycos” = algas), sao

objetos de estudo da ficologia ou algologia. O termo alga ndo apresenta nenhum



sentido taxonémico ou filogenético, abrangendo um coletivo de organismos em
diferentes grupos taxonémicos responsavel pela produgdo de matéria primaria em
seus nichos ecologicos (Chapman, 2013).

As algas sao seres vivos com a aptiddo de sobreviver em locais que oferegam
umidade e luz suficientes, temporarias ou permanentes; podendo ser encontradas em
ambientes de agua doce, marinha e sobre a neve (Marques; Américo-Pinheiro, 2017).
S&o organismos uni- ou pluricelulares, que possuem clorofila (pigmento responsavel
pela captagdo de energia solar), por isso sdo capazes de realizar a fotossintese. Em
outras palavras, transformar o material inorganico (agua e gas carbénico) com auxilio
da luz solar captada, em material organico como a glicose, liberando oxigénio gasoso
(O2) (Pereira, 2021).

As macroalgas marinhas encontram-se distribuidas em zonas costeiras (préximas
a costa) em diferentes pontos da zona intermarés, a por¢ao da planicie de maré quase
integralmente coberta pelas aguas na preamar e exposta na baixa-mar até
profundidades maiores. Dentro dessa zona, podem se fixar em substratos de areia,
cascalho e rochosos (Pereira, 2021). A variagdo de organismos em diferentes
comunidades de macroalgas pode ser utilizada como bioindicadores de
autoadaptacao do ecossistema onde vivem. Além disso, os bancos de macroalgas
submersos s&o ricos em biodiversidade, servindo de produtor de biomassa nas
cadeias alimentares, habitat e refugio reprodutivo para diversas espécies (Menaa et
al., 2020).

1.1.1 Morfologia e taxonomia

Anatomicamente, os grupos de macroalgas marinhas apresentam grande
diversidade de formas e tamanhos, por exemplo a alga marinha cloroficea Valonia
ventricosa, conhecida popularmente como “olho-do-marinheiro” ou “alga perolada”.
Ela se destaca como uma das maiores espécies unicelulares do mundo, podendo
alcangar até cinco centimetros de didmetro (Cocentino et al., 2010). Além disso,
existem algas pardas da classe Phaeophyceae caracterizadas pelo seu grande
tamanho, e responsavel por criar auténticas florestas submersas, capazes de crescer
30 centimetros por dia, chegando até 65 metros de comprimento (Teixeira, 2013).
Possuem formas bem simples como: incrustacdes, filamentos, laminas, cilindricas ou

ramos.



As macroalgas possuem adaptagdes especiais em sua morfologia e fisiologia que
a ajudam na sua sobrevivéncia no ambiente dindmico marinho. O talo das macroalgas
se divide em ramos, a parte que fica ereta € constituida pela estirpe e a lamina. Além
disso, possui um aparelho de fixacdo adaptado para ancorar a macroalga no

substrato, denominado apressorio (Carneiro; Cassano, 2021).

Figura 1. Aspectos da morfologia da macroalga Sargassum (Fonte: Carneiro, 2020).

LAminas

Flutuadores

Receptaculo

i Haste

Apressério

Outra caracteristica dentre as macroalgas é o seu tipo de identificagdo. Quanto a
sua textura, podem ser observadas como &spera (algumas espécies possuem
acumulo de carbonato de calcio em sua parede celular) e lisa. Quanto a sua
consisténcia podem ser maleaveis ou rigidas. O substrato também interfere em sua
posicao corpoérea, podendo ser ereta, incrustante ou prostrada. Sobre a forma
corporea, podem ser filamentosas, foliacea, espessa ou articulada (Fragoso, 2018).

A forma de ramificacdo dos eixos eretos é responsavel pelo aspecto e
determinagao geral da espécie, podendo ser: dicotbmica, oposta, alterna e verticilada

(Fragoso, 2018).

Figura 2. Principais tipos de ramificagdes nas macroalgas (Adaptado de Fonseca S4, 2019).



syl -
QLA '<<4<r
Y
Dicotdmica Oposta Alterna Verticilada

Além das suas classificagbes com base na estrutura morfoldgica, ha também
aquelas de acordo com a pigmentagao desses organismos. Essa coloragdo nada mais
€ que a expresséo visivel de diferentes pigmentos fotossintéticos presentes em suas
células (Pereira, 2021). As trés principais classes de pigmentos fotossintéticos sao:
clorofilas, carotendides (caroteno e xantofila) e ficobiliproteinas (ficoeritrina,
ficocianina e aloficocianina). As concentragdes desses pigmentos variam de acordo
com a adaptagdo das macroalgas de acordo com as condigdes ambientais e a
profundidade onde vivem para a realizagdo da fotossintese (Dumay; Morancais,
2016).

As macroalgas verdes, incluidas no filo Chlorophyta (cloroficeas), possuem
pigmentagdo parecida com as plantas vasculares, contendo clorofilas a, b e
carotendides. Ja as macroalgas vermelhas estdo no filo Rhodophyta (rodoficeas),
possuindo clorofila a, ficobilinas e alguns carotendides. Além delas, existem as
macroalgas marrons ou pardas, pertencentes ao filo Ochrophyta, particularmente a
classe Phaeophyceae, contendo as clorofilas a, ¢ e carotendides, sendo predominante
a fucoxantina, responsavel pela sua coloragéo (Pereira, 2021).

Esses pigmentos acessorios aumentam a amplitude do espectro luminoso que
pode ser utilizado pelas macroalgas em processos fotossintéticos. Os principais
pigmentos descritos se situam na classe das clorofilas e incluem a clorofila a, b, c1,

c2, ¢3 e d (Munoz-Miranda; Ifiiguez-Moreno, 2023).

Figura 3. Os trés principais grupos taxondmicos de macroalgas: (a) filo Chlorophyta - algas verdes; (b)
filo Rhodophyta - algas vermelhas; (c) filo Ochrophyta - algas marrons ou pardas. Adaptado: Pereira,
2021).



1.1.2 Ecologia das macroalgas

As macroalgas marinhas possuem um importantissimo papel na estrutura dos
ecossistemas. Atuam como produtores primarios na cadeia trofica, servem como local
de bercgario e desova para inUmeras espécies de invertebrados e peixes, incluindo as
espécies comerciais. Além disso, servem como uma cobertura natural contra a erosao
costeira, participando na formacéao de atdis e recifes (Marinho-Soriano et al., 2008).

De acordo com Eger e colaboradores (2023), as macroalgas podem contribuir
para a biorremediacdo marinha e sequestro de carbono, bem como para a reducao
da acidificacdo dos oceanos e diminuigao da poluicao atmosférica. Da mesma forma,
as florestas de macroalgas fornecem uma variedade de servigos ecoldgicos, incluindo
suporte direto para pesca comercial, recreativa e de subsisténcia e aquicultura
(Oppenheimer et al., 2019).

Também €& importante ressaltar a importancia da participacdo em servigos
ecolégicos com a associagdo com outros seres vivos. A biotecnologia de
microrganismos associada ao substrato de macroalgas tem sido desenvolvida para
distintas aplicagdes industriais e algumas espécies de algas se destacam por

apresentar caracteristicas de interesse da industria (Simoes et al., 2016).



Inundagdes e erosao sao ameagas graves para as comunidades costeiras, as
populagdes de macroalgas fornecem uma protecédo a mais contra a elevagao no nivel
do mar e o contato entre as forcas das marés nos costdes e na plataforma continental
(Cotas et al., 2023). As macroalgas sao influenciadas por fatores abioticos, podendo
ser fisicos, quimicos e bioldgicos. Nos fatores fisicos, encontramos as marés,
exposicao a ondas, luz e temperatura (Steigleder, 2015). Ja nos fatores quimicos,
podem ser salinidade, gases dissolvidos e potencial hidrogenidnico (pH), bem como
certos fatores biologicos, sendo a competicdo e predagao os mais importantes (Viana
et al, 2021).

Apesar das ondas exercerem um efeito mecanico destrutivo, promovem a
circulagcao de agua permitindo a distribuicdo de nutrientes, gases e sedimentos que
favorecem a taxa de crescimento das macroalgas (Steigleder, 2015). Ja a luz é
importante para as macroalgas na fotossintese. A intensidade luminosa varia ao longo
do dia e das estagcdes do ano, em fungdo da inclinacdo dos raios solares e da
nebulosidade local. A quantidade de luz que chega aos diferentes niveis do
ecossistema marinho depende da transparéncia da agua, associada a agitacéo
maritima e ao grau de profundidade (Gonzalez, Raboso, 2007). A temperatura € um
fator fisico que também delimita a populacédo do ecossistema.

A salinidade é um fator quimico que seleciona as espécies de macroalgas. O valor
normal das aguas superficiais para a maioria dos oceanos € entre 34 e 36 partes por
mil (ppm), com o cloreto de sédio ou sal comum, sendo o componente majoritario. As
macroalgas que conseguem viver em uma ampla faixa de salinidade, s&o
caracteristicas das areas costeiras que periodicamente emergem (Gonzalez; Raboso,
2007). Aquelas que necessitam de uma salinidade constante, s&o acantonadas para
niveis inferiores (Fonseca, 2019).

Os gases dissolvidos séo fatores limitantes na distribuicdo dos organismos. A
quantidade de diéxido de carbono dissolvida constitui a principal fonte de carbono
inorganico necessario para a realizagao da fotossintese. (Silva, 2021). O pH depende
de diversos fatores entre os quais se destacam o teor de sais dissolvidos, a
temperatura, a adigdo de agua doce e, sobretudo, o teor em diéxido de carbono. Nas
aguas oceanicas, os maiores valores de pH ocorrem nas aguas mais superficiais ricas
em fitoplancton. (Silva, 2021).

Nos fatores bioldgicos, a competi¢cao por recursos e espaco delimita o crescimento

das macroalgas. Os organismos desenvolvem varias estratégias para eliminar os



individuos vizinhos. No caso das macroalgas, algumas sao epifitas ndo estabelecem
qualquer tipo de relacdo com o seu hospedeiro e crescem por cima destes,
esmagando-os ou atrapalhando em sua captagdo de luz solar, como é o caso das
macroalgas parda (Sargassum sp.) e as algas vermelhas (Digenea simplex) e

Bryothamnion triquetrum (Silva, 2021).

1.1.3 Ciclo de vida e reproducido das macroalgas

Nas macroalgas, existem trés tipos de ciclo de vida: haplobionte haplonte,
haplobionte diplonte e diplobionte. No ciclo haplobionte haplonte, também
denominado meiose zigdtica, apresenta apenas uma fase hapldide, processo
exclusivo das algas verdes. Ja no ciclo haplobionte diplonte também exibe apenas
uma unica fase dipldide, conhecida também como meiose gamética. Esse ciclo é
presente em algas verdes e algas pardas. Além disso, ha o ciclo diplobionte, também
denominado de alternéncia de geragdes. Nesse ciclo, ocorrem duas fases, também
denominadas meiose esporica. Esses ciclos podem ocorrer nos trés filos das algas,
sendo que, nas Rhodophytas é observado a alternéncia de geragdes, visto que podem
apresentar duas fases (bifasico) ou trés fases (trifasico) (Cardoso, 2018).

As formas de reprodu¢do das macroalgas marinhas multicelulares podem ser
subdivididas em assexuada e sexuada. Na reproducao assexuada, pode ocorrer pela
fragmentagéao do talo, propagulos ou por esporos. Quando ocorre a fragmentagao do
talo, da origem a outro ser vivo, geneticamente idéntico a alga parental, denominado
de clone, tendo como exemplo a cloroficea Codium spp. Ja na reprodugao por
propagulos, ocorre um aglomerado de células com a capacidade de se fixar no
substrato e posteriormente originar um novo talo, observo na rodoficea Polysiphonia
spp. (Fonseca, 2019). No processo de esporulagdo, ha a formagédo de células
formadas no interior de esporocistos, e que resultam de divisdes mitdticas do nucleo
da célula-mae. No final da sua diferenciacao, os esporos sao liberados para o exterior
dos esporocistos através de uma abertura na sua parede. Os esporos poderao ser
moveis ou imoveis, contudo em ambos o0s casos, 0s esporos promovem a dispersao
da espécie, fixam-se a um novo e distante substrato, germinam e originam ai um novo
talo (Pereira, 2021).

Na reproducdo sexuada, o ciclo de vida das macroalgas com gametas de sexos
diferentes possui morfologia semelhante, ocorrendo uma reprodu¢do denominada



como isogamica. Nas macroalgas restantes em que as duas categorias dos gametas
sdo morfologicamente diferentes, a reproducédo € denominada heterogamica. Em
ambos os casos, apods a liberagdo dos gametas na agua, a fusédo entre eles resulta
numa ceélula denominada zigoto. Entretanto, existem casos em que o gameta feminino
nao € liberado para o exterior e a fecundagao ocorre na macroalga feminina, processo

denominado oogamia. (Fonseca, 2019).

Figura 4. Alternancia de geragdes nas macroalgas (Fonte: Lebarbenchon, 2019).
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Na maioria dos casos por alternancia de geragdes (gametofita e espordfita) e de
fases nucleares, ocorre duas fases de reproducido: uma fase haploide com n
cromossomos e outra dipléide com 2n cromossomos (Fonseca, 2019). No processo
da esporulagao (hapléide), por meiose da célula se formam os gametofitos que se
diferenciam em masculinos e femininos. Neles sdo formados os gameténgios,
estruturas onde se formam os gametas. Apos isso, os gametas por fecundagédo déo
origem ao zigoto (dipléide), e, por conseguintes sucessivas mitoses geram os
espordfitos para dar continuidade ao mesmo processo de esporulagéo (Braune; Guiry,
2011).

Uma caracteristica comum na maioria dos géneros de macroalgas pardas é
também a alternancia heterofasica. Nesse tipo de alternancia, ambas as geragdes
podem ser de aparéncia igual (alternancia isomoérfica de geragdes, observados nas

espécies dos géneros Ectocarpus e Dictyota) ou diferentes (alternancia heteromarfica



de geragdes), nesse modelo ocorre uma reducado do esporofito ou do gametofito
(observado nas espécies do género Laminaria). Além disso, ocorre também uma
auséncia completa de alternancia de geragdes (por exemplo, as espécies do género
Fucus) (Braune, Guiry, 2011).

Nas macroalgas verdes, € comum ocorrer a alternancia heterofasica de geragoes,
habitualmente com gametdfitos hapldides e espordfitos dipldides de aparéncia
idéntica (alternancia isomorfica, por exemplo as espécies do género, Cladophora).
Porém neste mesmo grupo de macroalgas, surge também a alternancia heteromorfica
de geragdes e, ainda, situagbes em que a alternancia de geragdes esta ausente (por

exemplo, nas espécies do género Codium) (Braune, Guiry, 2011).

1.1.4 Utilizacido das macroalgas pelo homem

Um dos maiores efeitos negativos das alteragbes climaticas € observado na
agricultura. O aumento da temperatura do ar, umidade, secas extremas e alteragéo
das épocas chuvosas afetam toda a cadeia produtora de alimentos, tornando-a
duvidosa e gerando problemas na alimentagdo quanto na economia global (Cardoso,
2018).

Em contrapartida, a disponibilidade das macroalgas, mesmo que afetadas com o
aquecimento global, é de grande importancia para o meio ambiente, mas também para
os setores considerados essenciais na sociedade humana, como por exemplo a
alimenticia. A utilizagdo de macroalgas para consumo humano tem registros escritos
desde os séculos 4 d.C. no Japéo e 6 d.C. na China (Figueira, Martins, 2020). Nos
paises asiaticos, esse consumo de macroalgas marinhas € tradicional e a exploragao
comercial envolve industrias dos mais diversos setores, comotéxtil, de medicamento,
de cosmético e, principalmente, alimenticio, gerando beneficios para a saude da
populacdo e para a economia, respectivamente. Em contrapartida, no ocidente a
exploragédo e consumo séo ainda pouco evidenciados (Mota et al., 2014).

O cultivo de macroalgas marinhas € denominado algicultura ou ficocultura, e teve
inicio no Japao ha quase 200 anos. Pescadores japoneses empilhavam |aminas de
Porphyra nas zonas costeiras de forma a aumentar a sua produgdo. Dos registros
observados pela Organizagao das Nag¢des Unidas para a Alimentacao e a Agricultura
(FAO), agéncia que lidera os esforgos internacionais para combater a fome, a
producdo de algas global em 1995 era de 13,5 milhdes de toneladas, pulando para

mais de 30 milhées no ano de 2016 (Igarashi, 2021).
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Ha também a participacdo de algas em sitios arqueoldgicos. Os denominados
sambaquis sao caracterizados pela deposi¢cdo de sedimentos, residuos vegetais,
restos de animais, artefatos arqueologicos e sepultamentos. Esses conteudos
acumulados intencionalmente revelam a ordem cronoldgica cultural de povos
antepassados. No Brasil, esses sambaquis datam de 8.000 a 1.000 anos atras, e
representam ambientes ocupados pelos grupos sociais pré-coloniais adaptados a
ambientes costeiros e ribeirinhos em cenarios deposicionais (Boyadjian, 2024).

Entre as multiplas afinidades dessas ciéncias, um dos campos mais
desenvolvidos é o da arqueobotanica, cujos estudos estdo concentrados nos vestigios
de plantas, sejam eles madeiras, frutos, sementes, folhas, fibras, pdlen, esporos,
fitolitos ou algas. E, observando todo o cenario deposto, animais bentbnicos e
costeiros deveriam fazer parte da dieta desses ribeirinhos, denotando a importancia
das algas na alimentagao desses individuos (Celant; Magri; Stasolla, 2015).

Caracterizando a utilizagdo das macroalgas na industria, na Europa teve o inicio
de sua utilizagao incinerando-as para obtencdo de compostos de sddio, potassio e
usados na fabricacdo de vidros. No inicio do século XIX, foi descoberto pelo quimico
francés Bernard Courtois (1777-1838) a obteng¢ao de iodo em macroalgas, e seu uso
na medicina. Tais extragdes foram utilizadas até a descoberta de reservas de iodo em
paises sulamericanos, como o Chile (Costa et al., 2016).

Os produtos processados de macroalgas ou pela associagdo das macroalgas com
outros seres vivos possuem consideravel valor agregado e sdo produzidos em
pequena e média escala, principalmente na China, no Japao e nos Estados Unidos
(Brasil, 2016). E, nesse contexto, a biotecnologia dos microrganismos tem evoluido
bastante nas aplicagdes de algumas areas industriais, sendo elas a procura de
moléculas bioativas da associagcdo de microrganismos, na alimentagdo ou
suplementacao dos seres humanos e de animais, produgao de cosméticos, na area
da saude com a producao de novos farmacos, na producao de biocombustiveis para
menor utilizagdo de fontes vegetais residuais de areas agropecuarias, no auxilio em
agricultura e até como protecdo ambiental, podendo ser observada na Figura 5
(Mayumi; Ota, 2021):

Figura 5. Principais utilizagdes biotecnolégicas das macroalgas (Adaptado de Mayumi; Ota, 2013).
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AGRICULTURA

As moléculas bioativas podem ser de origem sintética ou natural, provenientes do
metabolismo secundario das macroalgas e incluem diferentes tipos de substancias,
que variam a partir de acidos organicos, carboidratos, aminoacidos e peptideos
(Simbes et al., 2016). Essas moléculas vém sendo utilizadas para desempenhar 18
atividades bioldgicas cada vez mais significantes em funcdo de suas habilidades
antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, hipocolesterolémica, entre outras (Tang et
al., 2020).

Na alimentacgéo, a importancia das caracteristicas morfologicas e fisiolégicas das
macroalgas vai interferir nos compostos presentes, dessa forma, algumas possuem
um maior conteudo mineral, outras um maior teor proteico, e algumas apresentam alto
conteudo de fibras (Soares; Fujii, 2012).

A aplicagcéo de macroalgas marinhas mais comum tem sido na aquicultura, para
a alimentacéo direta ou indireta de algumas espécies de peixes, moluscos, crustaceos
e de diversos organismos forrageiros de interesse econdmico. No entanto, as
macroalgas estdo ganhando popularidade como “superalimentos” em todas as
categorias de alimentos e bebidas, como alimento principal e complemento de

alimentos funcionais, podendo ser adicionadas aos produtos carneos, como bifes,



12

salsichas, bem como os peixes, derivados e oleos, para melhorar sua qualidade
(Boukid; Castellari, 2021).

Extratos de algas e seus produtos sdo componentes de cosmeéticos, onde
principios ativos extraidos da biomassa de algas podem ser utilizados de trés formas:
como aditivos; como estabilizacdo e preservacdo do produto; e como os compostos
que cumprem uma fungao e atividade cosmeética real (Michalak et al., 2020).

As algas também apresentam compostos fotoprotetores, como os aminoacidos
semelhante as micosporinas, que podem ser aplicados na producao de bloqueadores
solares, que protegem a pele contra as agressdes das radiagdes solares e podem ser
usados como ingredientes em formulagdes cosméticas para fornecer prote¢ao contra
a radiacéo ultravioleta (Cascarejo, 2018).

No quesito energia, o biocombustivel € uma matéria que produz energia calorifica.
Possui origem biolégica nao féssil, fabricado a partir de produtos ou a partir de algas
(Romao, 2021). Podem ser derivados de produtos agricolas, porém os conflitos na
mudanca do uso da terra e a competi¢cdo das culturas alimentares com as matérias-
primas baseadas nas culturas levaram a consideracdo da biomassa de algas como
matéria-prima para a producdo de biocombustiveis. Essa produg¢ao também possui
desvantagens, visto que as tecnologias de produ¢do da biomassa de macroalgas
ainda sao pequenas comparado a outros biocombustiveis, além disso, possui baixo
teor de lipidios em suas células, diminuindo a eficiéncia na producdo de
biocombustiveis visto que, havera a necessidade de utilizacdo do carboidrato que
seria utilizado para fermentagdo alcdolica (inicio da produgdo do etanol), no
metabolismo da macroalga. (Meddipally et al, 2015).

O uso de compostos biolégicos a base de organismos naturais, como as algas
marinhas, vem apresentando também crescimento expressivo nos ultimos anos no
setor agricola, com intuito de substituir a utilizagcdo de herbicidas, pesticidas e

fertilizantes para o aumento da producgao agricola (Echert, 2019; Galind et al., 2019).

1.2. MICROBIOMA DAS MACROALGAS

Praticamente todos os seres vivos possuem superficies, tanto internas quanto
externas, habitadas por diversos grupos de microrganismos. Essas comunidades
microbianas, cuja complexidade pode variar, mantém um equilibrio dinamico que
demonstra resisténcia e resiliéncia diante de diferentes tipos de perturbacgoes,

incluindo fatores fisicos, quimicos e populacionais (Fischbach; Segre, 2016; Adair;
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Douglas, 2017). Com a chegada do novo século, as simbioses passaram a ser
reinterpretadas a luz do conceito de “holobionte” (do grego, “holo”, todo; “biontos”, ser
vivo). Inicialmente empregado para descrever a relacdo entre corais e seus
microrganismos associados (Rosenberg et al., 2007), esse termo foi ressignificado e
atualmente é definido como “uma unidade de organizagao biolégica composta pelo
hospedeiro eucaridtico multicelular e todos os seus microrganismos associados”
(Rosenberg; Zilber-Rosenberg, 2016). Essas comunidades microbianas presentes em
um ecossistema, conhecidas como microbiota, estdo integradas a todo o conjunto de
moléculas bioldgicas geradas pelos microrganismos, pelo hospedeiro e pelo ambiente
ao redor, formando assim o microbioma (Marchesi e Ravel, 2015; Berg et al., 2020).
A integracdo dos conteudos gendmicos dos microbiomas associados e de seus
respectivos hospedeiros formariam o “hologenoma”, consolidando-se a “teoria da
evolugao do hologenoma”, pela qual o holobionte e seu hologenoma consistiriam em
uma entidade unica e, portanto, uma unidade de selegao evolutiva (Rosenberg; Zilber-
Rosenberg, 2018), com a variagdo e fluxo génico dos membros do microbioma
desempenhando papéis-chave na origem e adaptagdes funcionais, bem como histéria
evolutiva de seus hospedeiros (Zilber-Rosenberg; Rosenberg, 2021).

Considerando que a vida na Terra surgiu nos oceanos, € provavel que os
primeiros holobiontes surgiram de parcerias entre organismos procarioticos nessas
condigdes primordiais, tendo impactado inclusive no surgimento dos eucariotos. Uma
diversidade de sistemas holobiontes (ex., corais, esponjas, vermes de mar profundo,
anémonas do mar) estdo distribuidos nos ecossistemas marinhos, os quais
contribuem para as fungbes dos ecossistemas, via ciclagem biogeoquimica de
elementos nutrientes, e para estruturar as populagdes, via defesa quimica (Dittami et
al., 2021; Gonzalez-Pech et al., 2024). Infelizmente, os efeitos relacionados do
aquecimento global, acidificagdo oceanica, poluicdo marinha desenfreada com
crescimento populacional em areas costeiras tem colocado em risco a sobrevivéncia
desses holobiontes. Em maior escala, esse cenario pode culminar em disrupgao total
nao somente da cadeia tréfica, mas também da perda de habitats e locais para
reproducao e assentamento de inumeras espécies da biota marinha e, em ultimo nivel,
com impacto econémico e social nas regides afetadas (Marzinelli et al., 2018;
Vanwonterghem; Webster, 2020; Chai; Li; Li, 2024).

Assim como outros holobiontes marinhos, as macroalgas estabeleceram uma

variedade de relagdes simbidticas com uma multitude de microrganismos de todos os
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dominios da vida, incluindo bactérias, arqueias, fungos, protistas, além dos virus, em
todo espectro da simbiose. As concentracdes celulares bacterianas podem variar de
102 até 107 por cm? da regido tecidual das macroalgas (Ramanan et al., 2016; van der
Loss et al., 2019). Esse microbioma associado podem estar localizados em toda a
extensao da superficie do corpo da macroalga, sendo denominado epifitico, ou estar
intrinsecamente presente entre as camadas celulares e, até mesmo, interiores
celulares do hospedeiro, geralmente designado endofitico (Egan et al., 2016). Existem
um numero de fatores-chave locais determinantes para a colonizagdo microbiana
inicial das macrdfitas, tais como dispsonibilidade de oxigénio, polimeros e nutrientes,
além da produgcdo de metabdlitos bioativos interferentes do quorum sensing
bacteriano e demais infoquimicos volateis pelos hospedeiros e da capacidade de
transicdo de um estilo de vida planctonico para biofilme pelos microrganismos
colonizadores (Persson et al., 2011; Hollants et al., 2013; Saha et al., 2021). A
composicado taxonbmica do microbioma associado das macroalgas marinhas flutua
nas variadas regides do corpo da macroalga e, de acordo, com fatores fisiologicos e
bioquimicos do hospedeiro, além das condi¢ées ambientais (lhua et al., 2020; Lemay
et al., 2021).

A maior parte dos estudos em diversidade microbiana em macroalgas marinhas
esta concentrada nos ultimos 15 anos na caracterizacdo das comunidades
bacterianas epifiticas, principalmente pela abordagem de metataxonémica, isto €,
analises de ecologia microbiana com base no sequenciamento do gene codificador do
16S rRNA. Os filos bacterianos Pseudomonadota, em particular as classes Alpha- e
Gammaproteobacteria, e Bacteroidota estao entre os dominantes, contudo € comum
o encontro de representantes dos filos Bacillota, Actinomycetota e Planctomycetota,
esse ultimo com um género aparentemente conservado entre diferentes espécies de
macroalgas feoficeas e cloroficeas, Granulosicoccus (Egan et al., 2016; Saha et al.,
2024). Arqueias sao geralmente encontradas em baixa abundéancia relativa nas
macroalgas e, até o momento, foram mais frequentemente detectados membros da
Nitrososphaera e metanogénicos do filo Metanobacteriota, seguidos em menor
extensado de Nanoarchaeales, Woesearchaeales, Bathyarchaeia e Lokiarchaeia (Lian
et al., 2024).

Ainda com dados majoritariamente derivados de estudos dependentes de cultivo,
as macroalgas sdo colonizadas principalmente por ascomicetes endofiticos

filamentosos, incluindo, mas nao se limitando a Penicillium, Aspergillus, Cladosporium
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e Pseudogymnoascus, leveduras, incluindo Metschnikowia, Rhodotorula e
Cryptococcus e, em alguns casos, linhagens fungicas ancestrais, como
Mortierellaceae. A incorporacdo de métodos independentes de cultivo tem revelado
um predominio de Ascomycetes, incluindo potenciais novos taxons e que os
micobiomas de macroalgas variam de acordo com a espécie do hospedeiro e tipo
tecidual envolvido (Bonito et al., 2024). Ampliando para outros microeucariotos,
notabiliza-se que Stramenopiles, Alveolata, Cercozoa e Endomyxa podem dominar as
comunidades microbianas em certas espécies de feoficeas e que a maioria das
linhagens presentes sequer foram ainda descritas, com potenciais patdégenos
distribuidos entre varias algas de diferentes regides geograficas. Isso evidencia o
quéo incipiente se encontra o cenario da caracterizacdo da microbiodiversidade
eucariotica nesse holobionte (Bjorbaekmo et al., 2022; Timanikova et al., 2023).

O viroma de macroalgas ainda remanesce como campo pouco investigado, com
a maior parte do conhecimento vigente na area demonstrando a identificacédo de
elementos enddgenos virais, genes marcadores ou em dados metagendmicos de
“feovirus” da familia Phycodnaviridae em diferentes espécies de macroalgas pardas.
Funcionalmente, esses virus infectariam essas algas pardas de forma persistente,
integrando com éxito seu genoma ao desses hospedeiros, possivelmente se
mantendo associado por todo seu ciclo de vida (Stevens et al., 2014; Schroeder;
Mckeown, 2021). Um estudo recentemente publicado conciliando metagendmica
funcional e experimentos com mesocosmos demonstrou que a feoficea Saccharina
Japonica albergava espécies virais unicas e altamente especificas, quase totalmente
desconhecida, com papel critico na homeostase do hospedeiro algal via infec¢des
liticas-lisogénicas e carreando genes para biossintese de folato. Notavelmente, esses
virus também teriam genes auxiliares para degradacado de laminarina da parede
celular algal e infectam bactérias autoctones apds depdsito do hospedeiro, abrindo
brecha para a atuagao da virosfera nesse holobionte na ciclagem do carbono oceénico
(Zhao et al., 2024).

Enquanto as macroalgas ja fornecem logo em suas superficies um ambiente rico
em nutrientes para essas comunidades microbianas, os microrganismos associados
desempenham uma miriade de fungdes metabdlicas, de defesa e de impacto no ciclo
de vida de seus hospedeiros (Figura 6). Esses papéis abrangem desde a produgéo
de metabdlitos secundarios com atividades antimicrobiana e antiincrustrante,

detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio, degradacao de polimeros e nutrientes
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estruturais e secretados pelas macroalgas e ambientes circundantes, competigao
direta frente a potenciais colonizadores e patdbgenos oportunistas, produgéo de sinais
quimicos para assentamento das formas reprodutivas desses hospedeiros e secrecao
de fatores de promogé&o do crescimento/morfogénese das macroalgas (Hollants et al.,
2013; Egan et al., 2013; Singh; Reddy, 2016; Saha et al., 2024).

Figura 6. Diagrama conceitual representativo das diversas fungdes desempenhadas pelos
microrganismos no holobionte macroalga ao longo de seu ciclo de vida (representado por setas rosas),
abrangendo desde a fase reprodutiva (liberagéo e fixagao de esporos), passando pela morfogénese e
crescimento, até as respostas fisiolégicas adaptativas a estresses bidticos (como protegcdo contra
patdgenos e incrustagdes) e abidticos. As setas pretas representam os fluxos de nutrientes, metabdlitos
ou sinais trocados entre os microrganismos parceiros e a alga hospedeira (Adaptado de Saha et al.,
2024).
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Biotecnologicamente, o microbioma de macroalgas marinhas consiste em uma
fonte valiosa e ainda pouquissimo visada de substancias com atividades
antimicrobiana, antibiofilme e antiincrustrante, além de um arsenal de enzimas com
multiplas aplicagdes industriais (Martin et al., 2014; Busetti et al., 2017; Ren et al.,
2022). De especial atencéo, sobressaem-se as moléculas com atividade antiviruléncia
ja relatadas para membros da microbiota epifitica de diferentes espécies de
macroalgas marinhas. Tais moléculas teriam um papel elementar na regulagdo dos
mecanismos de sinalizagdo celular entre o hospedeiro macroalga e as comunidades

microbianas associadas e, portanto, poderiam ser aproveitadas para a procura por
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novos agentes capazes de bloqueio da expressdao do fendtipo de viruléncia em
patégenos bacterianos multirresistentes, oferecendo caminhos para o
desenvolvimento de farmacos com baixissima probabilidade de surgimento imediato
de resisténcia aos antimicrobianos (Tang & Zhang, 2014; Borges & Simdes, 2019;
Menaa et al., 2020). O arsenal enzimatico de microrganismos associados a
macroalgas também merece atengdo, com varios dos trabalhos concentrados na
avaliacao da producgéo de enzimas responsaveis pela degradagcéo de polimeros por
bactérias cultivaveis isoladas desses hospedeiros, particularmente carboidratos
(Martin et al., 2015; Kumar et al., 2022; Nguyen et al., 2023).

1.3. ENZIMAS ATIVAS SOB CARBOIDRATOS (CAZymes)

As enzimas ativas em carboidratos (CAZymes, do inglés, “carbohydrate-active
enzymes”) englobam diversas classes de enzimas responsaveis pela sintese,
degradagao e modificacdo de polissacarideos complexos ou glicoconjugados (Drula
et al., 2022). A classificacdo das CAZymes é realizada em fungdo da homologia de
sequéncias de aminoacidos dessas enzimas, iniciada com uma de suas classes, as
glicosideo hidrolases (GHs) no inicio da década de 1990 (Henrissat, 1991). Essa
classificagao logo foi estendida para as demais classes de CAZymes, culminando na
criacdo e langamento do CAZy (Coutinho et al., 1999), um banco de dados

especializado online (https://www.cazy.org/) sobre sequéncia, bioquimica, estrutura e

gendbmica das CAZymes estruturado em uma taxonomia propria, sendo
constantemente atualizado pela comunidade académica e integrado com outros
bancos de dados biologicos primarios (Drula et al., 2022). A CAZypedia

(https://www.cazypedia.org/) inclui outro importante recurso criado no final dos anos

2000 para consistir em uma enciclopédia virtual com todo o léxico e reunido didatica
de informagdes-chave de todas as familias e subfamilias de CAZymes, sob
atualizacao frequente por curadores especialistas e integrada ao CAZy (CAZypedia
consortium, 2018).

Em funcado de diferentes atividades cataliticas, as CAZymes s&o classicamente
divididas em cinco classes: (1) glicosideo hidrolases (GHs), encarregadas da hidrdlise
de ligagdes glicosidicas em polissacarideos e oligossacarideos, incluindo 190 familias
e com maior numero descrito de CAZymes até o presente momento; (2)
glicosiltransferases (GTs), enzimas envolvidas na sintese de ligagdes glicosidicas (e,

consequentemente, di-, oligo- e polissacarideos) a partir de moléculas de agucares
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fosforilados, reunindo 138 familias; (3) polissacarideo liases (PLs), capazes de
clivagem de ligagdes glicosidicas por um mecanismos de beta-eliminagdo em
polissacarideos, totalizando 44 familias; (4) carboidratos esterases (CEs)
responsaveis pela remogao de grupos acetil ou outros grupos de polissacarideos,
abarcando atualmente 20 familias; (5) enzimas com atividades auxiliares (AA),
englobando polissacarideos monooxigenases liticas dependentes de cobre (LPMO,
do inglés, “Lytic Polysaccharide Monooxygenase”) e enzimas redox atuantes em
conjunto com as demais classes de CAZymes na degradacgao de lignina por oxido-
reducdo, sendo cruciais para a biodegradagdo de biomassa vegetal, reunindo 17
familias (Chettri et al., 2020; CAZy, 2025). Além disso, existem os mddulos de ligagao
aos carboidratos (CBMs, do inglés “carbohydrate-binding modules™), que s&o regides
contiguas geralmente presentes como dominio estrutural de outra CAZyme cuja
atividade é justamente o reconhecimento e ligagao especifica a outro carboidrato para
a posterior gerar a atividade catalitica pela CAZyme (You et al., 2024; CAZy, 2024).

Com o avango das técnicas de sequenciamento e analises gendmicas, as familias
de CAZymes tém sido subdivididas em subfamilias para refletir diferengas sutis nas
sequéncias e nas especificidades de substrato ou mecanismos cataliticos. Essas
subfamilias permitem uma classificagdo mais refinada das CAZymes, especialmente
em classes grandes e diversificadas, como as GHs e GTs. Essa classificagcdo em
subfamilias € especialmente util para prever a fungao de enzimas recém-descobertas,
uma vez que uma sequéncia em uma subfamilia especifica € mais provavel de ter
uma fungdo similar as outras enzimas dessa subfamilia (Goldman, S., Yang, K,
Connor, C., 2021).

Estudos de gendmica e metagendmica contribuiram para a elucidagdo da
organizagdo estrutural e expressdao do repertorio genético das CAZymes e
metabolismo de carboidratos nos organismos produtores. Inicialmente encontrados de
forma caracteristica em genomas de membros do filo Bacteroidota em estudos de
caracterizagdo do microbioma humano (Koropatkin et al., 2012), foi realizada a
descricdo de locus de utilizagdo de carboidratos (PULs, do inglés, “polysaccharide
utilization locus”), regides consistiam em operons extensos com todos os genes
contiguos e co-localizados necessarios para detecgdo, captura, transporte e
degradagao de carboidratos complexos. Primeiramente representado pelos sistemas
de utilizacdo de amido (SUS, do inglés, “starch utilization system”) em Bacteroidetes

theaiotamicron, o arquétipo de PUL compreenderia genes codificadores de proteinas
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de ligagao aos glicanos, transportadores do tipo TonB-dependentes e das CAZymes
relacionados a despolimerizacdo completa em intermediarios do metabolismo central
do carboidrato-alvo (Hemsworth et al., 2016; Wexler; Goodman, 2017).

Rapidamente, uma diversidade de PULs passaram a ser detectados em
representantes microbianos de todos os trés dominios da vida para uma variedade de
carboidratos complexos (Grodin et al., 2017), com sua configuragdo variando
amplamente e levando a questionamento da estrutura tipica do arquétipo PUL. Mais
recentemente foi proposto um modelo de estrutura mais simples mais representativo
dessas regides, agora denominadas clusters génicos de carboidratos (CGCs, do
inglés, “CAZyme gene clusters”), as quais seriam elementarmente compostas por trés
categorias de genes-chave codificadores: (1) das CAZymes; (2) dos fatores
transcricionais; (3) e transportadores de sacarideos. Genes adicionais com fung&o de
suporte podem ser encontrados em um CGC, desde que as trés categorias de genes-
chave estejam presentes (Huang et al., 2018; Zheng et al., 2023).

Nesse contexto de investigacdo do repertorio gendbmico das CAZymes em
microrganismos, cunhou-se o termo “CAZoma” para se referir a proporgcédo de
CAZymes codificadas no genoma de um organismo. O CAZoma € espécie-especifico
e sua caracterizacao estrutural e funcional pode fornecer informacdes relevantes do
estilo de vida e adaptagdes ecofisiolégicas do organismo produtor. Por exemplo, o
CAZoma de organismos de vida livre comumente varia entre 1,0 a 5,0% das
sequéncias codificadoras, enquanto que CAZomas extremamente reduzidos (<1,0%)
sao tipicos de organismos intracelulares obrigatorios (Lombard et al., 2014; Jones et
al., 2018).

Em bactérias heterotréficas marinhas, o conteudo do CAZoma aparenta variar
entre 2,0 a 5,0% (Boncan et al., 2018; Chernysheva et al., 2019), o que se faz coerente
considerando que sao as principais encarregadas da degradacgao de carboidratos
complexos em ecossistemas oceanicos, via digestdo da matéria organica complexa
produzida em substratos de baixa massa molecular, com eventual retorno a atmosfera
desse carbono fixado. Dentre os principais reservatorios de carboidratos em
ambientes marinhos se sobreassaem o fitoplancton e, em especial, polissacarideos
estruturais da parede celular de macroalgas, tais como o agar, alginato, carragenana
e ulvana (Hehemann; Boraston; Czjzek, 2014).

Microrganismos planctonicos e associados a superficies abioticas e uma

diversidade de hospedeiros evoluiram para possuirem um arsenal de enzimas
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eficientes no catabolismo desses polissacarideos, principalmente GHs envolvidas na
hidrdlise de ligagdes a-(1,3) ou B-(1,4) no esqueleto de carbono do agar e carragenana
e de alginato liases e ulvana liases, PLs responsaveis pela clivagem das ligagdes
glicosidicas B-(1,4) nas cadeias urbnicas do alginato e ulvana, bem como sulfatases,
cruciais para remocgao de grupamentos sulfato tipicamente encontrados nesses
acucares e viabilizagdo do acesso as ligagdes glicosidicas pelas CAZymes (Arnosti et
al., 2021; Baumgen et al., 2021; Hettle et al., 2022). Biotecnologicamente, enzimas
depolimerizadoras de polissacarideos marinhos atraem significativa atencao,
notadamente para a obtengédo de seus respectivos oligossacarideos biologicamente
ativos com uma gama de aplicagbes em diferentes industrias e na produgao de
biocombustiveis diretamente da biomassa residual de macroalgas (Trincone, 2018;
Sun et al., 2020).

1.4. AGARASES

As agaranas pertencem ao grupo das galactanas sulfatadas, uma ampla familia
de heteropolissacarideos complexos notadamente encontrados na estrutura da
parede celular de macroalgas rodoficeas. Essas galactanas sédo basicamente
definidas por serem constituidas por unidades alternadas de (B1—3)-D-galactose e
(a1—4)-L-galactose e, de acordo com o padrao de substituicao inicial, essa conversao
pode fornecer o polissacarideo neutro agarose ou derivados de agarose. A agarose €
o principal componente dos produtos obtidos industrialmente principalmente de
macroalgas marinhas das ordens Gelidiales, Gracilariales e Ahnfeltiales, e conhecido
como “agar” ou “agar-agar” (Pomin, 2010; Ciancia; Matulewicz; Tuvikene, 2020).
Apesar do gel formado pelo agar extraido do género Gelidium ser mais estavel, as
dificuldades enfrentadas em seu cultivo tornam a rodoficea Gracilaria como a principal
fonte de agar obtido para fins comerciais. Por esta razao, o agar extraido de Gelidium
é utilizado nas areas bacteriolégica e farmacéutica e o agar de Gracilaria é o preferido
pela industria alimenticia (Porse; Rudolph, 2017).

Com sua utilizagdo datada do século XVII no Japao para gelificagao de alimentos,
esse ficocoloide se popularizou no Oriente e restante do mundo principalmente entre
meados para o final do século XIX, bem ilustrados pela adog¢ao na producgao direta de
certos alimentos e com a sua introdugdo revolucionaria em microbiologia para
solidificacdo de meios de cultura bacteriolégicos por Fanny Angelina Hesse

(Padmesh; Sing, 2021; Nai, 2024). Atualmente, o agar € amplamente utilizado em
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varios setores industriais, em especial devido a capacidade das cadeias de galactanas
lineares formarem hélices via ligagdes de hidrogénio de excelente reversibilidade,
ocasionando na formac&o de um gel com estabilidade e histerese, além de sua
biocompatibilidade, rapida biodegradabilidade e baixa viscosidade, altamente
vantajosa para o preparo de formulagdes, estabilizantes, espessantes, hidrogéis e
filmes (Jiang et al., 2023; Lomartire & Gongalves, 2023).

Dentre os principais empregos atuais do agar e agarose, destacam-se na industria
alimenticia em panificagdo, produtos lacteos e derivados, produtos vegetais e
dietéticos (Menon, 2011), na industria farmacéutica como laxante e excipiente de de
pilulas, comprimidos e xaropes e na formulagao de sistemas de entrega de farmacos
e filmes antimicrobianos (Shahruzzaman et al.,, 2019), no setor biomédico em
engenharia de tecidos e producéo de curativos de feridas (Zarrintaj et al., 2018), além
de sua aplicagdo como agente solidificante de meios de cultura e preparo de géis de
eletroforese em microbiologia e biologia molecular, respectivamente (Song; Shang;
Ratner, 2012). O mercado global de agar foi avaliado em US$ 275,36 milhdes em
2023 e esta projetado para atingir US$ 375,23 milhdes até 2030, crescendo a uma
taxa anual composta (CAGR, do inglés, “compound annual rate growth”) de 4,52% de
2024 a 2030 (Maximize Market Research, 2025).

A estrutura quimica do agar se caracteriza pela presenga de dois polissacarideos:
a agarose e a agaropectina (Figura 7). A agarose consiste em um polimero linear
neutro, de alta massa molecular (>100 kDa) composto por unidades basicas de
repeticio de um dissacarideo de R-D-galactopiranose e 3,6-anidro-a-L-
galactopiranose (AHG, do inglés “anhydrogalactose”). A depender da diregdo da
ligagdo O-glicosidica, essa unidade dissacaridica pode se apresentar como
agarobiose, quando a ligagao é a(1—3), e neoagarobiose quando a ligacao é 3(1—4).
Apesar de seguir esse padrao estrutural primario da agarose, a agaropectina difere
por ter uma massa molecular menor (<20 kDa) e um conteudo de sulfato muito
elevado, variando entre 5,0 a 8,0%, o qual ndo ultrapassa 0,15% na agarose.
Ademais, a agaropectina € enriquecida em outros grupos substituintes, tais como
metil, piruvato e acetato, o que contribui para aumentar sua carga aniénica em pH 7,0.
Tal carga global negativa da agaropectina afeta no estabelecimento das ligagbes de
hidrogénio nas hélices altamente estaveis do agar no processo de sua solidificagéo e,
consequentemente, acaba tornando desafiosa a sua extracdo a partir da biomassa
bruta algal (Layahe; Rochas, 1991; Usov, 2011; Ciancia; Matulewicz; Tuvikene, 2020).
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Figura 7. Estrutura quimica do agar: (a) unidades de repeticdo na cadeia linear de agarose: agarobiose
com a ligagdo O-glicosidica a (1—3) e neoagarobiose com a ligacdo O-glicosidica B (1—4); (b)

agarose e agaropectina, com a potencial presenga dos grupamentos sufalto na agaropectina

(Adaptado de: Bertasa et al., 2017; Torres; Flérez-Fernandez; Dominguez, 2019).
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Ap0s pré-tratamento com solventes alcalinos em altas temperaturas da biomassa
bruta de rodoficeas em processo com alto desperdicio de agua (Sousa et al., 2012),
existem duas rotas principais para despolimerizagcdo da agarose gerada. A primeira é

a liquefacdo quimica, envolvendo a hidrolise do polimero com acidos a qual atuando

majoritariamente nas ligagdes glicosidicas a (1—3) com a geracgédo principal de

produtos oligossacarideos de agarobiose com o residuo de AHG na extremidade
redutora, os agaroligossacarideos (AOs). Essa hidrélise acida pode ocorrer em
condigbes moderadas, como as com baixas concentragdes de acidos, baixas
temperaturas e tempos de reagdes mais curtos predominantemente resultam na
liberacao inicial de AOs com nivel de polimerizagao par. Todavia, residuos de AHG

na extremidade redutora sdo suscetiveis ao ataque acido, ocasionando na formacgao
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de AOs com nivel de polimerizagdo impar. A degradagdo de agucares durante a
hidrélise quimica leva a baixa produgdao de agucares monoméricos e para sua
obtengao pode ser aplicada a segunda principal rota, o tratamento enzimatico (Yun;
Yu; Kim, 2017).

A hidrélise enzimatica do agar se da pela agdo de um conjunto de GHs capazes
de atuar no polissacarideo em variados niveis de polimerizagdo, as agarases. Os
principais produtos da despolimerizagdo enzimatica sdo oligossacarideos de
neogarobiose com galactose na extremidade redutora, os neoagaroligossacarideos
(NAOs). Esses geralmente sao produzidos aos pares, além do tratamento enzimatico
ser eficiente na geracao de altos niveis de AHG devido a elevada especificidade aos
substratos dessas enzimas (Kim et al., 2017). No processamento enzimatico, faz-se
imprescindivel uma maior termoestabilidade dessas enzimas, uma vez que a reagao
enzimatica precisa ocorrer a uma temperatura acima da transicdo solugao-gel da
agarose, especialmente porque a forma em gel € muito menos acessivel do que as
formas solubilizadas. Ademais, varias enzimas agaroliticas sdo necessarias para a
hidrélise completa do polimero até os residuos de agucares monomeéricos, como AHG
e R-D-galactose e, assim, sdo necessarias sua aplicagao conjunta em processos de
extragdo com esses biocatalisadores (Yun; Yu; Kim, 2017).

Uma associacdo entre a inicial liquefacdo quimica sucedida de hidrdlise
enzimatica tem sido defendida, uma vez que seria circunsrita ambas as desvantagens
do emrpego dessas rotas de forma isolada. Com o uso de acidos fracos ou Tris-HCI,
a agarose seria preferencialmente pré-hidrolisada em suas ligagdes a(1—3) em AOs,
0s quais poderiam ser finalmente depolimerizados em NAOs ou neoagarobiose e, em
seguida, AHG e R-D-galactose por enzimas agaroliticas. Esse processo integrado
seria mais complexo, uma vez que demandaria por diferentes agarases, todas com
alta estabilidade térmica e fisico-quimica para atuacdo em reacdes enzimaticas
multiplas, sendo necessaria otimizagao da estratégia para sua ampla incorporagéo em
um cenario industrial (Kim et al., 2018; Jiang et al., 2020). Uma rota mais econémica
e menos danosa ao meio ambiente sugerida como alternativa seria através de
hidrdlise hidrotérmica de agarose assistida por micro-ondas, com oligossacarideos
liberados sob condicao otimizada de 160 °C por 25 minutos com liquefacdo completa
do polissacarideo (Dan et al., 2022). Tal abordagem ja foi conciliada com éxito com
uso de enzima agarolitica da bactéria de origem marinha Saccharophagus degradans

para geragao controlada, em menor tempo e menos custosa de AOs e
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monossacarideos, além de deteccdo de atividade antimicrobiana frente a
Streptococcus mutans, ilustrando a eficacia do processo integrado na geragéo de AOs
bioativos (Shen et al., 2023).

As agarases sao divididas em duas classes em fungédo do padrao de clivagem
hidrolitica das ligagdes glicosidicas a(1—3) ou p(1—4). As a-agarases (EC
3.2.5.1.158) catalisam a hidrdlise de ligagdes a(1—3), tendo como produtos principais
0s AOs. As (B-agarases (EC 3.2.1.81) hidrolisam liga¢des (1—4), liberando os NAOs.
Ainda em relacdo ao perfil do produto e especificidade dos seus substratos, as
agarases podem ser classificadas em endoliticas e exoliticas, onde produzem
neoagarotetraose e neoagarobiose como seus produtos principais de hidrolise,
respectivamente. As endoagarases geralmente atuam internamente na cadeia
polissacaridica, enquanto a exoagarases clivam nas extremidades (Michel; Czjzek,
2013; Hehemann; Boraston; Czjzek, 2014; Veerakumar; Manian, 2018).

Presentemente, todas a-agarases estdo alocadas na familia de GH96, com
apenas seis caracterizadas bioquimicamente, todas endoliticas com agarotetraose
como principal produto de hidrélise. Ja as (B-agarases estdo distribuidas em seis
familias de GH diferentes: GH16, GH39, GH50, GH86 e GH118. As familias de GH 50
e 118 sao monoespecificas, contendo apenas 3-agarases majoritariamente exoliticas
e com agarose como substrato exclusivo. Em contrapartida, as familias de GH 16, 39,
42 e 86 s&o poliespecificas e muito heterogéneas, possuindo atividades enzimaticas
diversas e com as enzimas agaroliticas concentradas em algumas subfamilias
(Veerakumar; Manian, 2018; Viborg et al., 2019; Park, Lee, Hong, 2020). Atualmente,
as familias de GH16 e GH50 concentram a maior parte das agarases caracterizadas
bioquimicamente, com 44 e 37 representantes, respectivamente. Ambas as familias
também incluem as agarases com estrutura tridimensional ja plenamente
determinada, estando disponiveis no Banco de Dados de Proteinas (PDB, do inglés,
“Proten Data Bank”) sete endo-B-agarases GH16 e quatro exo-B-agarases GH50 até
o presente memento (CAZy, 2025).

As enzimas agaroliticas foram principalmente isoladas e descobertas em habitats
marinhos, majoritariamente bactérias isoladas da agua do mar, sedimento e da
superficie de hospedeiros marinhos, como algas, esponjas, moluscos €, em menor
extensdo, do solo e amostras de agua doce (Fu; Kim, 2010; de Oliveira et al., 2021).
Uma parte consideravel dos produtores microbianos dessas enzimas s&o bactérias da

classe Gammaproteobacteria do filo Pseudomonadota: Alteromonas,
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Pseudoalteromonas, Microbulbifer, Saccharophagus, Agarivorans, Aligarivorans,
Marinagarivorans, Catenovulum, Thalassomonas, Gayadomonas, Simiduia,
Cellvibrio, Vibrio, Shewanella e alguns exemplos em Pseudomonas e Acinetobacter.
No filo Bacillota, sobressaem-se os géneros Bacillus, Paenibacillus e Cohnella,
enquanto o género Alterococcus do filo Verrucomicrobia ja foi relatado como eventual
produtor dessa enzima (Chi; Chang; Hong, 2012; Jahromi; Barzkar, 2018; Zhu et al.,
2019). Em relagao ao filo Bacteroidota, um numero de 3-agarases ja foram descritas
em alguns géneros, com destaque a Zobellia, com atengdo ao um modelo de bactéria
agarolitica, Zobellia galactonivorans (Martin et al., 2014; Wilkens et al.,, 2018) e
Bacteroides, particularmente certas espécies encontradas no microbioma intestinal
humano, Bacteroides uniformis (Pluvinage et al., 2018) e Bacteroides plebeius (Giles
et al., 2017; Park et al., 2021).

O catabolismo microbiano da agarose envolve uma série de etapas enzimaticas
comuns (Figura 8), com a agarose inicialmente submetida a acdo de exo-a- ou exo-
R-agarases, gerando AOs e NAOs, respectivamente. As endo-3-agarases das familias
de GHs 16 e 86 s&o responsaveis pela degradacéo primaria das hélices da agarose
em NAOs com diferentes comprimentos de cadeia (neagarotetraose, neoagarohexose
e neoagarooctaose), substratos mais facilmente hidrolisaveis pelas exo-R-agarases
da familia GH50, liberadoras de neoagarobiose. Tanto nesse dissacarideo e na
agarobiose, produzido pelas a-agarases, a ligacdo [3(1—4) €& rompida por
neogarobiose hidrolases (NABH) (EC 3.2.1.159), exo-a-agarases da familia de
GH117. A D-galactose gerada pode ser prontamente transformada no intermediario
glicolitico glicose-6-fosfato. Em contrapartida, o AHG pode ser convertido em duas
etapas enzimaticas descritas primeiramente no género Vibrio em 2-ceto-3-deoxi-L-
galactonato (K-DGal), intermediario direcionado para o metabolismo do galactonato e,
subsequentemente, vias energéticas centrais (Park; Lee; Hong, 2020; Jiang et al.,
2020; Yu et al., 2022). Essa via alternativa de incorporagéo do AHG liberado pela agéo
agarolitica aparenta ser mais conservada do que se previa, tendo sido detectada in
silico nos genomas e caracterizada funcionalmente em bactérias simbiontes de
esponjas marinhas (de Oliveira et al., 2021) e do microbioma intestinal humano (Yun
et al., 2021).

Figura 8. Hidrdlise enzimatica do agar. Com excecéo de G (referente a galactose), todas as demais
abreviaturas e detalhes estdo devidamente apresentados e discutidos acima (Adaptado de Park; Lee;
Hong, 2020).
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As agarases tém uma ampla variedade de aplicagdes promissoras em diferentes
setores industriais, tendo sido amplamente utilizadas como parte de kits comerciais
de laboratorio para recuperagcdo de acido desoxirribonucleico (DNA) do gel de
agarose, da melhoria dos processos extrativos modernos a partir da parede celular de
algas para estudos de fisiologia e citologia desses organismos, €, mais especialmente,
na hidrélise do agar para produgao de oligo- e monossacarideos (Fu; Kim, 2010). De
modo geral, enzimas agaroliticas sdo comumente expressas em sua forma
recombinante, com a maioria bioquimicamente caracterizada até o momento
possuindo atividade 6tima em pH neutro ou levemente alcalino, além de estabilidade
entre 30°C a 50°C. A maior parte do interesse ainda esta concentrado no isolamento
de R-agarases por causa da baixa atividade e produtividade de a-agarases até entédo
descritas (Jahromi; Barzkar, 2018; Veerakumar; Manian, 2018), apesar de ja ter sido
relatado que essas enzimas podem exibir propriedades interessantes para emprego

em um contexto industrial, tais como atividade em pH alcalino, psicrotolerancia,
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adicionalmente a geracao de AOs com diferentes niveis de polimerizacao (Lee et al.,
2019; You et al., 2023; Zeng et al., 2024).

Tomando como ponto de partida o conceito de biorrefinaria, ou seja, a converséo
de biomassa em produtos de alto valor agregado e biocombustiveis, diferentes
CAZymes tem surgido como recursos interessantes no reaproveitamento sustentavel
de residuos de algas em um contexto de economia circular (Chettri; Verma; Verma,
2020; Zhang; Zhang; Verma, 2021). Nesse contexto, rodoficeas podem consistir em
matéria-prima renovavel valiosa para produgdo de biocombustiveis de terceira
geracgao. Processos da pré-hidrélise quimica de biomassa de macroalgas vermelhas
acoplados a sua sacarificagdo com enzimas agaroliticas ja foram verificados como
mais vantajosos na obteng&o de agucares fermentaveis da agarose (Yun; Choi; Kim,
2015; Yun et al., 2016; Lara et al., 2020). Consecutivamente, hidrolisados de agarose
com esses monossacarideos liberados poderiam ser incorporados em condicoes
fermentativas para a geracédo de etanol (Kim et al., 2013; Goda et al., 2024) e, até
mesmo, bio-hidrogénio (Wu et al., 2017). Praticamente todas as enzimas da via
agarolitica s&o cruciais nesses processos, incluindo a NABH, responsavel pela
geracdo dos monémeros de galactose e AHG a partir de neoagarobiose e/ou
agarobiose. Em especial, a sacarificagdo completa de AHG e ambos enantidmeros de
K-DGal também vém ganhando espag¢o como precursores de substancias passiveis
de conversdo em produtos da quimica fina, surfactantes, aditivos alimentares,
cosmeéticos, biopolimeros, biofarmacos, indutores da degradagao de pectina (Kim et
al., 2020; Yun et al., 2024).

Mais recentemente, AOs e NAOs liberados pelas agarases tém recebido uma
atencdo em vista da multiplicidade de atividades fisioldégicas e farmacologicas
benéficas para a saude humana, incluindo propriedades anti-inflamatdrias,
prebidticas, antioxidantes, carcinostaticas, hepatoprotetoras, anti-diabéticos,
imunomoduladoras e de clareamento e hidratacdo da pele. Seus derivados ainda
podem ser empregados para confecgao de préteses dentarias e moldagem de outros
materiais odontolégicos (Park; Lee; Hong, 2020). Portanto, oligossacarideos
resultantes da acao agarolitica podem particularmente valiosos nas industrias
farmacéutica, cosmética, cosmecéutica e nutracéutica, alimenticia. A produgao de
uma variedade de NAOs farmacologicamente ativos ja foi confirmada
majoritariamente por 3-agarases das familias GH16 e GH50 em associagao ou com
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NABH recombinantes de diferentes géneros de bactérias marinhas heterotréficas
(Chen et al., 2021; Jiang et al., 2021).

2. HIPOTESE
Determinar se bactérias associadas a macroalgas marinhas no litoral fluminense

possuem a capacidade de produzir agarases.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Rastrear a produgdo de agarases por bactérias associadas a macroalgas

marinhas coletadas no litoral do estado do Rio de Janeiro (RJ, Brasil).

3.2. Objetivos especificos

e Coletar espécimes representativos de géneros/espécies de macroalgas
rodoficeas, feoficeas e rodoficeas em cidades litoraneas no estado do Rio de Janeiro;

e Isolar bactérias da microbiota cultivavel das macroalgas marinhas coletadas
em diferentes meios de cultura e sob as abordagens classica e de enriquecimento;

e Rastrear a producédo de agarases pelas bactérias associadas as macroalgas
marinhas coletadas;

e Identificar bactérias agaroliticas isoladas das macroalgas marinhas coletadas.

4. MATERIAIS E METODOS
Com o objetivo de rastrear a produgcdo de agarases em bactérias isoladas de
macroalgas marinhas no litoral fluminense, as abordagens descritas foram

sintetizadas no fluxograma a seguir:

Figura 9. Fluxograma das principais etapas da metodologia do presente estudo.
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A maior parte experimental do estudo foi desenvolvido entre os meses de abril de
2023 a margo de 2025 nos laboratérios de pesquisa do Nucleo de Bacteriologia do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia (MIP) do Instituto Biomédico (CMB) da
Universidade Federal Fluminense (UFF), onde atualmente o Laboratério de
Bacteriomas Marinhos ainda esta integrado. A coleta das amostras de macroalgas no
litoral das cidades do estado do Rio de Janeiro envolveu a participagdo de
pesquisadores colaboradores do Departamento de Biologia Marinha (GBM) do
Instituto de Biologia (EGB) da UFF e do Departamento de Invertebrados do Museu
Nacional (MN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Parte do
processamento e do isolamento bacteriano dos espécimes coletados de macroalgas
marinhas assim como a identificagdo molecular das amostras bacterianas com perfil
agarolitico foi conduzido no Laboratério de Bacteriologia Molecular e Marinha
(BMM14) do Departamento de Microbiologia Médica (DMM) do Instituto de
Microbiologia Paulo de Goées (IMPG) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ).
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4.1 COLETA DOS ESPECIMES DE MACROALGAS MARINHAS

Entre os anos de 2023 e 2024, foram realizadas seis expedicdes de coletas no
litoral de trés cidades do estado do Rio de Janeiro (RJ): Rio de Janeiro, com uma
coleta de espécimes de Ulva na Praia da Urca (-22° 94’ 72.00"0O, -43° 16’ 31.90" S)
em junho de 2023; Armacao de Buzios, com duas coletas de Codium, Laurencia e
Ulva na Praia Rasa (-22° 44’ 1.31”S, 41° 57’ 27.12’ O) em julho de 2023 e agosto de
2024; Niteroi, com trés coletas, sendo duas coletas de espécimes de Sargassum na
Enseada do Bananal no Parque Estadual da Serra da Tiririca (PESET) em janeiro de
2023 e 2024 e uma coleta de espécimes de Ulva na Praia da Boa Viagem (-22° 90'
82.55" O, -43° 13' 01.42" S) em janeiro de 2023. Com auxilio da tabua de marés na
confirmacéo das condicdes ideais para a coleta, as expedi¢cdes foram conduzidas sob
a maré baixa de profundidade (maximo de até 1,5 metros), facilitando a recuperagéo
direta dos espécimes de macroalgas através na superficie rasa ou de mergulho livre.
Particularmente, em locais de costdes rochosos (Enseada do Bananal) e mais
distantes da costa (> 250 m; Praia Rasa), foram utilizados equipamentos de mergulho
autbnomo epara auxilio na coleta das macroalgas. Em particular para a coleta em
Area de Protecdo Ambiental (APA) como a PESET na costa de Niteroi, as expedicdes
foram realizadas com a documentacido de licenca para as coletas do Sistema de
Autorizagao e Informagéao em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Chico Mendes de
Conservacéo da Biodiversidade (ICMBio) (n°® do documento: 85571-1 e 85571-2).

Figura 10. Mapa do estado do Rio de Janeiro com locais de coleta indicados e as respectivas fotos
obtidas nos dias das expedicdes das coletas : (a) mapa geral do estado do Rio de Janeiro com foco na
costa e respectivos locais de coleta destacados com icones de pinos em vermelho (Fonte: Google
Maps); (b) Enseada do Bananal (Niterdéi, RJ); (¢) Praia de Boa Viagem (Niteréi, RJ); (d) Praia da Urca
(Rio de Janeiro, RJ); (e) Praia Rasa (Armagao dos Buzios, RJ) (Fonte: Bruno Francesco Rodrigues de
Oliveira).
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(b) (c) (d) (e)

Inicialmente, todas as macroalgas observadas foram avaliadas visualmente,

segregando os individuos com as caracteristicas fenotipicas dos provaveis taxons de
interesse de acordo com o local de coleta. Apds isso, cada uma delas foram lavadas
vigorosamente por trés vezes consecutivas durante 30 segundos com agua do mar
artificial (ASW, do inglés, “artificial seawater’) esterilizada para a retirada de
microrganismos transitorios e ndo associados as superficies desse organismo, além
de detritos e outros (macro)organismos eventualmente associados as macroalgas. Em
seguida, cada uma das amostras foi transferida para o interior de sacos plasticos
esterilizados com aproximadamente 250 mL de ASW esterilizada, os quais foram
armazenados em caixas térmicas com gelo com uma temperatura entre 2°C a 8°C e
imediatamente transportadas para processamento e isolamento bacteriano no

laboratorio.

4.2. ISOLAMENTO BACTERIANO DAS MACROALGAS MARINHAS COLETADAS
ApOs a chegada no laboratério, os espécimes de macroalgas coletados foram
separados para facilitar posterior processamento para isolamento bacteriano.

Conforme ocorreu a retirada das amostras das respectivas caixas térmicas, cada uma



32

delas foram novamente lavadas com ASW esterilizada e transferidas em placas de
Petri identificadas e pré-esterilizadas para processamento.

Em todas as amostras coletadas foram realizados tanto o processo de isolamento
bacteriano da microbiota epifitica, quanto o isolamento da microbiota total. Para a
microbiota epifitica, foram utilizados swabs esterilizados em toda a superficie da
macroalga e recuperar 0 maximo de bactérias ali associadas. Em seguida, os swabs
foram transferidos, para solugbes contendo 10 mL de ASW esterilizada em tubos
Falcon de 15 mL. Com relagdo a microbiota total, a macroalga apds passagem dos
swabs para isolamento da microbiota epifitica foi entdo fragmentada com bisturis
esterilizados para faciltacdo da maceragdo, gerando assim, fragmentos de
macroalgas com aproximadamente 1,0 cm?. Apds isso, os fragmentos foram coletados
com uma pinga, inseridos em um tubo Falcon de 50 mL contendo 15 mL de ASW e
macerados com auxilio de bastao de vidro pré-esterilizados. Os extratos gerados para
cada amostra foram entdo homogeneizados vigorosamente por aproximadamente 5
minutos.

Tanto as solugdes de ASW com os swabs das microbiotas epifiticas quanto os
extratos derivados da maceragcdo das macroalgas homogeneizadas da microbiota
total foram diluidos em ASW, com uma proporgdo inicial de 10° mL (100 yL das
solugdes mais 900 uL de ASW). A partir disso, foi executada diluicdo seriada das
solugdes de ASW derivada da microbiota epifitica entre 10-' e 10-3. Nas solugdes dos
extratos da microbiota total a diluicado seriada também foi realizada, em uma escala
variando entre 10° e 10,

Em seguida, aliquotas de 100 yL das diluigdes de 10" e 102 das solugbes
derivadas da microbiota epifitica e 100 pL das diluicbes de 10° até 10-° das diluigdes
dos extratos da microbiota total foram semeadas pela técnica de espalhamento na
superficie de um painel de meios de cultura para o isolamento das bactérias
associadas as macroalgas marinhas: meio Marine de Zobell 2216 (Becton Dickinson
Difco™, EUA), meio Marine diluido a um décimo da forga (Marine 1:10), meio minimo
marinho (MMM) (Thomas et al., 2016) suplementado com agar a 1,5% (m/v), agarose
a 1,0% (m/v), alginato de sddio a 1,0% (m/v), ou éleo mineral (1,0%, v/v), Luria-Bertani
(LB) suplementado de 3,0% de NaCl e 10 mM de NH4Cl (YOUNKER et al. 2024), e
amido-caseina (AC). Com excecdo do MMM acrescido com agar, agarose e alginato
supracitados, todos os meios citados foram solidificados com agar bacteriologico a

1,5% (m/v) e suplementados com anfotericina B a uma concentracao final de 1,0
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pMg/mL (Sigma-Aldrich, EUA) para evitar o crescimento fungico indesejado. Apos isso,
o material foi incubado a 28°C com monitoramento diario durante 7 dias observando
o crescimento das unidades formadoras de colbnias (UFCs).

Adicionalmente, uma estratégia de enriquecimento foi adotada nas coletas na
Enseada do Bananal de janeiro de 2024 e Armacao de Buzios em setembro de 2024
para isolamento seletivo de bactérias consumidoras dos polissacarideos-chave dos
espécimes de macroalgas marinhas (Kandasamy et al., 2020). Brevemente, os
fragmentos derivados das amostras de macroalgas foram transferidos para 100 mL
de MMM acrescidos de 0,2% (m/v) de agarose (Rhodophyta), ou 0,2% de alginato de
sédio (Phaeophyceae e Chlorophyta), além de anfotericina B (1,0 ug/mL).
Consecutivamente a incubagéo a 28° C sob agitacéo (150 rpm) por até 72 h, aliquotas
de 100 pL das culturas de enriquecimento foram diluidos em solugcdo de MMM e as
diluicdes de 103, 10 e 10-° foram inoculadas em agar MMM suplementado com seu
respectivo polissacarideo e, posteriormente, purificadas em agar Marine conforme
supracitado.

Apos o plaqueamento, todas as placas foram mantidas sob incubagéo a 28°C com
monitoramento diario por até 7 dias, duas a trés UFCs do mesmo morfotipo bacteriano
foram selecionadas, purificadas em agar Marine e, entdo, estocadas em glicerol a 20%

(v/v) com armazenamento a -20°C.

4.3. TRIAGEM DA PRODUCAO DE AGARASES PELAS BACTERIAS ISOLADAS
DAS MACROALGAS MARINHAS

As bactérias isoladas dos espécimes de macroalgas foram investigadas quanto a
sua atividade agarolitica utilizando o meio de Hu, consistindo basicamente de ASW e
agar a 1,5% (m/v) (Hu et al., 2009). Com esse propoésito, as amostras bacterianas
estocadas em glicerol a 20% (v/v) foram reativadas em caldo Marine e cultivadas a
28°C por até 48 horas sob agitacédo a 130 rpm. Aliquotas de 10 uL das culturas
bacterianas em fase exponencial de crescimento foram semeadas sob o aspecto
puntiforme no meio de Hu, seguido de incubacgédo e a 28°C de 24 a 72 horas com
acompanhamento diario. Para detectar a atividade agarolitica das bactérias, foi
necessario aplicar uma solugéo de lugol (Isofar, Brasil) a 1,0% (v/v) sob a superficie
do meio de Hu. A interpretacado dos resultados foi conduzida em conformidade com o
aparecimento de uma zona clara em torno do crescimento puntiforme bacteriano,

evidenciando a degradacao do substrato agar presente no meio, em contraste com a
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coloragdo escura do restante do meio ndo hidrolisado devido a formacido de
complexos macromoleculares entre o iodo da solugao de lugol e o polissacarideo-alvo
nao hidrolisado.

O potencial enzimatico das bactérias observadas foi estipulado com base no
célculo do indice Enzimatico [(IE) = diametro da zona de hidrélise/didmetro da massa
puntiforme bacteriana]l. Foram consideradas como potenciais produtores da
exoenzima apenas as bactérias para as quais foram observadas um valor de |E igual
ou maior a 2,0 (Hankin; Anagnostakis, 1975). Todos os experimentos foram realizados
em triplicata e a média dos valores de |IE para cada bactéria isolada das macroalgas
marinhas consideradas.

As bactérias com valores de IE = a 2,0 foram selecionadas para a triagem de
atividade agarolitica em o meio minimo marinho (Thomas et al., 2016) suplementado
com 1,0% (m/v) de agarose (Kavsi, Brasil). Aliquotas de 10 yL dos estoques das
estirpes bacterianas potencialmente agaroliticas em glicerol a 20% (v/v) foram
diretamente semeadas sob o aspecto puntiforme no MMM adicionado de agarose a
1,0% seguido de incubagédo a 28°C de 24 a 72 horas com monitorizagao diaria. A
presencga de atividade agarolitica foi revelada mediante adigdo de solugao de lugol a
1,0% (v/v) sob a superficie do meio conforme anteriormente detalhado. Os
experimentos descritos acima foram realizados em triplicata, com calculo do IE para
todas as estirpes potencialmente produtoras da exoenzima, conforme descrito acima.

Durante todo o processo de isolamento das bactérias associadas as macroalgas
marinhas e a triagem de atividade agarolitica, foi observado possiveis depressées no
meio de cultura. Caso houvesse depressao promovida pela estirpe bacteriana em pelo
menos uma dessas etapas de triagem associada com manutengao da atividade
agarolitica em meio solido, a estirpe bacteriana marinha em questao foi considerada

uma estirpe agarolitica verdadeira.

4.4. IDENTIFICACAO MOLECULAR POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS DAS
BACTERIAS ASSOCIADAS AS MACROALGAS MARINHAS

As bactérias isoladas das macroalgas marinhas foram encaminhadas para
identificacdo molecular por espectrometria de massas por tempo de véo (MALDI-TOF
MS, do inglés, “Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass

Spectrometry”). Para preparo das amostras bacterianas para a espectrometria de
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massas, as culturas foram depositadas (em duplicata) em areas delimitadas de uma
placa de ago polido (96 MSP — Bruker Daltonics, EUA), individualmente tratadas com
acido férmico e solugéo de matriz (acido a-ciano-4-hidroxicinamico) e submetidas ao
espectrometro de massas MALDI-TOF Micro Flex LT (Bruker Daltonics) da Plataforma
de Identificagdo Microbiana do IMPG/ UFRJ. Os espectros de massas gerados foram
processados no software Biotyper versdo 3.1 (Bruker Daltonics) com consecutiva
comparacgao com o banco de dados de estirpes de referéncia. Com base nos valores
de scores gerados, a identificacdo bacteriana foi considerada com confiabilidade a
nivel de espécie com score = 2.000, confianga a nivel de género no intervalo entre
1.999 — 1.700, e insuficiente para identificacdo < 1.699. Uma estirpe de Escherichia

coli DH5a foi adotada como calibrante e controle.

4.5. IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS POTENCIAIS BACTERIAS PRODUTORAS
DE AGARASES ISOLADAS DAS MACROALGAS MARINHAS

Para identificar molecularmente as potenciais bactérias agaroliticas selecionadas
pelo valor de IE obtido, foram utilizadas as técnicas de amplificagao e sequenciamento
do gene codificador da subunidade 16S do RNA ribossémico (rRNA). A obtengao do
DNA bacteriano foi realizada por lise térmica em associagao com a insercao de resina
quelante Chelex® 100 (Walsh; Metzger; Higuchi, 1991) seguido da amplificacdo do
gene codificador do 16S rRNA por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com os
oligonucleotideos iniciadores universais 27F (5-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e
1492R (5’- GGYTACCTTGTTAACGACTT-3’) (Weisburg et al., 1991). As seguintes
condicdes de amplificacdo foram adotadas: em uma etapa de desnaturacao inicial a
94 °C por 6 min, seguida por 30 ciclos a 94 °C por 30 s, 55 °C por 1 min 30 se 72 °C
por 2 min 30 s, e uma etapa de alongamento final a 72 °C por 5 min (Laport et al.,
2017). Os produtos derivados pelo PCR com tamanhos de aproximadamente 1,4 kb
foram enviados para o sequenciamento automatico de Sanger com o emprego do
iniciador 338F (5'-ACTCCTACGGGAGGCAGC-3’) (Huse et al., 2008).

Todos os materiais obtidos das sequéncias génicas bacterianas serdao ainda
avaliados quanto a sua qualidade no software Chromas 2.6.6 e submetidos a pesquisa
para identificagao taxondmica na ferramenta SINA, associado ao repositorio integrado
de banco de dados de sequéncias ribossomais do SILVA (Pruesse e et al., 2007) e
BLASTNnN (Altschul e et al., 1990) junto ao banco de sequéncias representativas de 16S

rDNA de Bacteria e Archaea do GenBank do Centro Nacional de Informagdes sobre
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Biotecnologia (NCBI, do inglés, “National Center for Biotechnology Information”). Ao
término, as sequéncias do gene codificador do 16S rRNA serdo devidamente

anexadas no banco de dados GenBank.

5. RESULTADOS
5.1. COLETAS DAS MACROALGAS MARINHAS

A partir das seis coletas realizadas durante os anos de 2023 e 2024, foram
recuperados 26 espécimes de macroalgas marinhas abrangendo os géneros Ulva
(Chlorophyta), Sargassum (Phaeophyceae), Laurencia (Rhodophyceae) e Codium
(Chlorophyta). A Figura 11 resume a distribuicdo dos espécimes de macroalgas
coletados em cada uma das cidades litoraneas do estado do Rio de Janeiro em fungao
de sua origem (Figura 11a) e afiliacdo taxonémica (Figura 11b). Em ambas as coletas
na cidade de Armacgao de Buzios, um numero maior de espécimes de macroalgas
marinhas foi coletado, uma vez que trés diferentes géneros constituiram o alvo das
expedigdes na costa desta cidade (Figura 11a). Devido ao fato de espécimes de Ulva
e Sargassum terem sido coletados em duas expedi¢des em diferentes locais de coleta
em Niterdi e Rio de Janeiro, ambos os géneros acabaram somando 62% do total de

macroalgas recuperadas (Figura 11b).

Figura 11. Numero total, origem e distribuicdo dos espécimes de macroalgas marinhas coletadas em
diferentes cidades do litoral do estado do Rio de Janeiro no presente estudo: (a) total de espécimes de
hospedeiros recuperados por sitio de coleta; (b) distribuicdo em fungdo da afiliagdo taxondémica da
macroalga marinha coletada.
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5.2 ISOLAMENTO BACTERIANO DAS MACROALGAS MARINHAS
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A partir das macroalgas coletadas foram isoladas e estocadas um total de 583
Unidades Formadoras de Colbnias (UFCs) bacterianas nos diferentes meios de
cultura adotados. A distribuicdo das UFCs bacterianas isoladas em fung¢ao do local de
coleta e meio de isolamento de origem estdo resumidas na Figura 12. Evidentemente,
o isolamento dos espécimes de Sargassum coletados em Enseada de Bananal em
janeiro de 2024 foi o que se destacou quanto a maior quantidade de UFCs
recuperadas (n = 177; 50,32%) frente as demais expedi¢des de coleta. Curiosamente,
uma taxa bem menor de bactérias foram isoladas desse género de macroalga no
mesmo local exatamente um ano antes (n = 33; 5,66%). Em seguida, as coletas
realizadas em julho de 2023 (n = 115; 19,72%) e agosto de 2024 (n = 153; 26,24%)
em Armacao dos Buzios a partir dos espécimes de Laurencia, Codium e Ulva
permitiram isolar um maior numero de bactérias. Por sua vez, um menor numero de
UFCs foi isolado das amostras de Ulva coletadas na Praia da Urca em junho de 2023
(n=27,4,63%).

Dentre os meios utilizados, o agar Marine foi o que se teve o maior numero de
bactérias isoladas (n = 315, 53,03%), podendo ser explicado pela sua composi¢cao
nutricional, a qual favorece o crescimento de bactérias quimiorganotréficas as quais
rapidamente consomem as fontes de carbono presentes nesse meio. Em
contrapartida, o meio MMM (n =139, 23,4%) apresentou maior quantidade de isolados
em relagdo ao Marine diluido (n = 79, 13,3%), ambos meios com baixissima
concentracdo de nutrientes e ideais para o isolamento de bactérias marinhas
oligotroficas. Importante frisar que a maioria das bactérias foram isoladas das
macroalgas coletadas nesses trés meios de cultura (89,73%) supracitados uma vez
que ambos foram adotados em todas as expedi¢cdes de coleta para o isolamento
bacteriano. Os demais meios de isolamento foram empregados ocasionalmente em
uma ou outra expedicao de coleta na tentativa de expandir as op¢des disponiveis para
recuperacgao de outros grupos taxondmicos (ex., actinobactérias com o agar AC) ou
fisiologicos (ex., consumidores de polissacarideos marinhos com MMM suplementado
com agarose ou alginato de soédio associados com as estratégias de enriquecimento)

potencialmente associados as macroalgas marinhas.

Figura 12. Distribuicdo do numero total de bactérias isoladas a partir das macroalgas marinhas
coletadas nas diferentes cidades do litoral do estado do Rio de Janeiro em fungéo: (a) local de coleta e
(b) meio de isolamento de origem. A legenda situada a direita explicita o padrao de cores adotado para
interpretacao do grafico de barras. Siglas empregadas na legenda: Enr-MMM-agarose/alginato: MMM
suplementado de agarose (1,0%) ou alginato de sodio (5,0%) empregado na estratégia de
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enriquecimento; LB: Luria-Bertani; MMM: meio minimo marinho.
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5.3 TRIAGEM DA PRODUCAO DE AGARASES PELAS BACTERIAS ISOLADAS
DAS MACROALGAS MARINHAS

Uma soma de 286 amostras bacterianas do conjunto de 583 isoladas das
macroalgas marinhas (49,05%) potencialmente apresentaram atividade agarolitica
apos triagem realizada em meio de Hu (Figura 14). A maior parte dessas amostras
bacterianas agaroliticas (n = 136; 47,55%) foram isoladas de espécimes de
Sargassum coletados na Enseada do Bananal na expedi¢cdo de janeiro de 2024,
enquanto o menor numero foi obtido de espécimes do mesmo género de feoficeas
coletados no ano anterior no mesmo local (n = 4; 1,39%). Todavia, proporcionalmente
considerando o total de bactérias isoladas recuperados naquela expedicio de coleta,
0 menor numero de bactérias com a referida atividade enzimatica foi observado para
o conjunto recuperado de Ulva coletada na Praia da Boa Viagem em junho de 2023
(n=7/78; 0,9%) (Figura 13).

Figura 13. Resultados do ensaio de triagem da atividade agarolitica em meio de Hu das bactérias
isoladas das macroalgas marinhas coletadas no litoral fluminense. A degradagédo do agar pode ser
observada pela formagao de halos claros em torno da massa puntiforme de crescimento bacteriano em
contraste com o fundo de coloragdo marrom-escuro, area com o polissacarideo-alvo ainda complexado
com o iodo do lugol adicionado apés 72 horas de cultivo para revelagdo do ensaio.
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Figura 14. Distribuicdo do total de bactérias potencialmente agaroliticas isoladas das macroalgas
marinhas coletadas no litoral fluminense apds triagem em meio de Hu, com resultado geral frente: (a)
ao total de UFCs isoladas e submetidas ao rastreio; (b) em fungéo do local de coleta. A legenda situada
a direita explicita o padrao de cores adotado para interpretagao dos graficos de pizzas e barras.
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O rastreio da produgao de agarases no meio de triagem adotado se revelou util
com a clara observagcdo dos halos de degradagdo do polissacarideo-substrato e,
dessa forma, possibilidade de calculo do IE para sele¢ao de potenciais produtores
dessas CAZymes para as proximas etapas do estudo (Figura 13). Nessa primeira
etapa de triagem da atividade agarolitica, foi possivel observar que aproximadamente
a maioria das bactérias isoladas n&o foram capazes de geragao dessas enzimas, pois
exibiuum IE<2,0 (n=12; 4,2%), ja que valor minimo correspondente necessario para
se considerar um potencial produtor enzimatico € = 2,0 (Hankin; Anagnostakis, 1975).
O valor de IE obtido para a maioria das amostras bacterianas nesse meio de triagem
foi igual ou superior a 4,0 (n = 194; 61,05%), com 21 amostras com IE = 6,0 (36,02%)
(Figura 15).

Figura 15. Intervalos de valores de indice Enzimatico (IE) observados para as bactérias potencialmente
agaroliticas isoladas das macroalgas marinhas apds triagem em meio de Hu. A legenda situada a
esquerda explicita o padrao de cores adotado para interpretagdo do grafico de pizza.
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Em seguida, as amostras bacterianas agaroliticas foram selecionadas para um
ensaio de perfil catabdlico em meio minimo marinho apenas com agarose como unica

fonte de carbono com o objetivo de restringir o total de potenciais estirpes realmente
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consumidoras do polissacarideo-alvo. Neste estagio foram avaliadas 273 bactérias
isoladas das macroalgas com atividade agarolitica em meio de Hu devido a perda da
viabilidade e contaminagao de algumas amostras no processo de reativagéo a partir
do estoque. Em resumo, quase metade dessas amostras bacterianas testadas (n =
125; 45,79%) demonstraram atividade em MMM suplementado de agarose (Figuras
16 e 17), revelando a eficacia do teste in vitro de perfil catabdlico na sele¢cao das
estirpes plenamente capazes de metabolizar independentemente o polissacarideo.
Conforme esperado e novamente refletido o resultado observado na triagem da
atividade enzimatica em meio de Hu, a maioria das bactérias marinhas agaroliticas e
com capacidade de consumo de agarose foi isolada das macroalgas coletadas na
Enseada do Bananal (Niter6i) e Praia Rasa (Armagéo dos Buzios) no ano de 2024
(Figura 17).

Figura 16. Resultados do ensaio de perfil catabolico em MMM acrescido de agarose (1,0%; m/v) das
bactérias potencialmente agaroliticas isoladas das macroalgas marinhas coletadas no litoral
fluminense. O consumo de agarose devido a produgcédo de agarases pode ser verificada pela formagao
de halos claros em torno da massa puntiforme de crescimento bacteriano em contraste com o fundo de
coloragao marrom-escuro, area com o polissacarideo-alvo ainda complexado com o iodo do lugol
adicionado apds 72 horas de cultivo para revelagao do ensaio.

Figura 17. Distribuicdo do total de bactérias potencialmente agaroliticas isoladas das macroalgas
marinhas coletadas no litoral fluminense apds triagem em MMM suplementado com agarose com
graficos de donuts representativos por sitio de coleta. A legenda situada a direita explicita o padrao de
cores adotado para interpretagao dos graficos.
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Adicionalmente, foi adotado um critério considerado fundamental na selecéo
fenotipica de microrganismos verdadeiramente agaroliticos, a depressdo e/ou
liquefagcdo do agar e/ou agarose durante o crescimento nos meios de isolamento e
nos adotados nessa etapa de triagem. Desde o isolamento bacteriano, ja havia sido
verificada tal capacidade para, pelo menos, 15 amostras bacterianas. Por sua vez,
apenas oito permaneceram capazes de ainda causarem a depressado do agar e/ou
agarose durante o seu crescimento e apresentaram resultado positivo para a
producado da CAZyme durante uma etapa ou outra da triagem da atividade agarolitica.
Dentre essas estirpes potencialmente agaroliticas, as amostras Z4T3A.1 e Z6E2A.1
promoveram a depressao do polissacarideo em MMM adicionado de agarose,
enquanto a amostra Z2ESF.1 apenas exibiu tal fen6tipo em meio de Hu. Em particular,
todas essas amostras foram isoladas das macroalgas coletadas em Praia Rasa
(Armacao dos Buzios), majoritariamente de Codium. Tais amostras tiveram o gene do

16S rRNA amplificado por PCR e seus respectivos amplicons foram enviados e estao
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sendo atualmente sequenciados para conclusao de identificagao molecular frente aos

bancos de dados bioldgicos ao nivel de género por analises de bioinformatica.

5.4. IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS BACTERIAS ASSOCIADAS AS
MACROALGAS MARINHAS

De um total de 583 bactérias isoladas das macroalgas marinhas, 437 foram
enviadas para identificacdo por espectrometria de massas MALDI-TOF, uma vez que
parte das amostras isoladas das macroalgas coletadas na expedi¢cdo de coleta em
Armacao dos Buzios no ano de 2024 ainda serdo encaminhadas em futuro proximo.
Desse conjunto, apenas 309 (Figura 18) foram identificadas com confiabilidade a nivel
de género pelo espectrobmetro de massas, o que € parcialmente explicado pelo banco
de dados do equipamento ser alimentado geralmente com estirpes microbianas
representativas de espécies de origem humana e veterinaria, com numero reduzido
de taxons isolados de ambientes n&o-clinicos, incluindo ecossistemas oceanicos.
Dentre as amostras identificadas a nivel de género com confiabilidade, o género mais
predominante foi de Vibrio, com 215 estirpes (69,8%). O segundo género mais
identificado foi Alteromonas com 18 estirpes (4,12%), e o terceiro género o Bacillus
com 14 estirpes (3,2%). Seguindo com Brevibacterium, Dermacoccus, Enterobacter,
Enterococcus, Escherichia, Exiguobacterium, Fictibacillus, com respectivamente, 9
(2,6%), 9 (2,6%), 9 (2,6%), 5 (1,6%), 5 (1,6%), 4 (1,3%) e 3 (1%) do total de estirpes
observadas. Outros géneros também foram encontrados com frequéncia menor que
1% do total, sendo eles: Glutamicibacter, Kocuria, Metabacillus, Microoccus,
Phaeobacter, Photobacterium, Priestia, Pseudalkalibacillus, @ Pseudomonas,

Rossellomorea, Staphylococcus, Suftcliffiella, Tenacibaculum.

Figura 18. Identificagdo taxondmica a nivel de género das estirpes bacterianas isoladas das
macroalgas marinhas coletadas no presente estudo. A legenda situada a esquerda explicita o padrao
de cores adotado para interpretagao do grafico de barras. Outros incluem representantes dos seguintes
géneros: Kocuria (2), Metabacillus (2), Micrococcus (2), Phaeobacter (1), Photobacterium (1), Priestia
(1), Pseudalkalibacillus (1), Pseudomonas (1), Rosselomora (1), Staphylococcus (1), Sutcliffiela (1) e
Tenacibaculum (1).
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Um total de sete estirpes potencialmente agaroliticas selecionadas de acordo com
os critérios de capacidade de depressao do substrato polissacaridico e atividade
enzimatica em meio de Hu e/ou MMM acrescido de agarose (Z4T3A.1, Z5E1G.1,
Z6E1A.5, Z6E2A.1, Z6E2A.3, Z6T3C.1, ZAE1A.7) tiveram seu DNA obtido e o gene
do 16S rRNA amplificado com sucesso por PCR. Dessas amostras, apenas Z4T3A.1
foi identificada por espectrometria de massas com confiabilidade ao nivel de género
como pertencente ao género Dermacoccus. Conforme mencionado anteriormente,
essas amostras foram recentemente submetidas ao sequenciamento automatico de

Sanger e serdo em breve identificadas molecularmente por analises de bioinformatica.

Figura 19. Eletroforese em gel de agarose (0,8%; m/v) dos amplicons dos genes codificadores do 16S
rRNA das bactérias consideradas potencialmente agaroliticas isoladas das macroalgas marinhas.
Legenda: L = padrao de peso molecular de 1,0 kb; C - = controle negativo.
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6. DISCUSSAO

A pesquisa cientifica sobre os bacteriomas cultivaveis de macroalgas marinhas no
Brasil ainda é incipiente. Existem poucos estudos sobre a diversidade, estrutura e
funcdo dessas comunidades bacterianas em algas de aguas brasileiras. Além disso,
a maioria dos estudos existentes se concentra em aspectos taxondmicos e
morfolégicos, enquanto a ecologia e a fisiologia dos bacteriomas ainda sdo pouco
compreendidas (Lotufo et al, 2022). Dentre os estudos observados, o que mais se
identifica com o presente estudo é de Furbino e colaboradores (2017). Foi analisada
as atividades agaroliticas e carragenoliticas de fungos extremdfilos algolicos de sete
diferentes espécies de macroalgas da Antartida maritima. No presente estudo possui
associagao com o relatado acima na metodologia empregada para isolar e identificar

as bactérias agaroliticas marinhas.
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Como a maioria dos resultados obtidos supracitados no texto foram nas
expedicdes realizadas na Enseada do Bananal e em Armacgao dos Buzios em 2024,
uma explicagdo plausivel para o acontecimento € o enriquecimento realizado nos
meios de cultura do isolamento. Além do préprio meio Marine, Marine 1:10 e MMM,
foram utilizados meios de cultura como LB e suplementagdo em MMM de agarose,
alginato e 6leo com intuito de maximizar o isolamento da maior diversidade possivel
de bactérias ali associadas.

Carvalho e colaboradores (2020) reune 73 artigos sobre o isolamento de bactérias
associadas a macroalgas marinhas. A identificacdo das espécies bacterianas
associadas as macroalgas foi realizada em 93% dos estudos, utilizando diversos
meétodos e niveis de classificagcdo taxondmica, tendo como resultado os filos
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Gammaproteobacteria, Actinomycetota,
Bacillota, Bacteroidetes e Alphaproteobacteria como os dominantes. Os filos
bacterianos mais abundantes nos artigos publicados foram Pseudomonadota (29%) e
Bacillota (23%). Com o presente estudo, confirma-se que todos os géneros
encontrados estdo associados aos filos comentados acima, além da caracterizagao
do género Vibrio, representante do filo Pseudomonadota como um importante
representante das bactérias cultivaveis associadas as macroalgas marinhas (Egan et
al., 2016). Com o presente estudo pode-se confirmar a capacidade de se isolar esse
género com o meio Marine, correspondendo a 69,8%, com 215 das 309 estirpes
enviadas para identificacdo por espectrometria de massas MALDI-TOF, o género
Vibrio foi o maior representante bacteriano.

Os géneros Vibrio e Alteromonas foram mais recuperados utilizando o meio de
cultura agar Marine. Representantes dos géneros supracitados habitam ambiente
tipicamente marinho e estuarino, podendo ser encontrados tanto na forma plancténica,
quanto associados a particulas ou outros organismos. Apresentam metabolismo
fermentativo facultativo e sdo quimiorganotroficos, podendo utilizar polissacarideos
(como quitina e agar), dissacarideos (como maltose e lactose), monossacarideos
(como D-glicose e D-frutose), entre outros compostos para a obtengdo de energia
(Farmer et al., 2005). Esses microrganismos sdo majoritariamente halofilicos e
mesofilicos, crescendo em temperaturas de 4 a 37°C e em ambientes com salinidade
de 1 a 3% de NaCl, além de conseguirem sobreviver a pH superior a 8 (Farmer, 1992;
Colwell, 2006; Farmer e Hickman-Brenner, 2006; Gomez-Gil e Roque, 2006). Dessa

forma, observando os resultados listados neste trabalho, podemos concluir que a
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quantidade de bactérias recuperadas serem desses géneros esta associada as suas
capacidades de adaptacao as variagdes de salinidade e temperatura da agua do mar
e pela sua capacidade de utilizar uma ampla gama de substratos como fonte de
carbono e energia.

De acordo com Overmann e colaboradores (2017), 42% dos oceanos do mundo
possuem produtividade extremamente baixa de nutrientes com concentracées de
nutrientes <100 nM e concentragbes micromolares de carbono organico dissolvido
utilizavel. Nesse tipo de ambiente sobrevivem bactérias denominadas oligotroficas,
possuindo sistemas de captacdo de nutrientes peculiares, além de suas taxas de
crescimento serem independentes a concentracdo de substrato, possuirem células
relativamente pequenas comparada a outras bactérias, sem motilidade e o tamanho
do genoma é reduzido pela falta de gene associado a reagdes do seu metabolismo.
No presente trabalho, para amplificar a quantidade de recuperacéo de bactérias com
esse perfil, também foi utilizado meios de cultura com baixissima quantidade de
nutrientes, sendo elas a Marine 1:10 e MMM, que em certos casos foram
suplementadas com agarose e alginato. Com os resultados obtidos, mais de 30% das
estirpes foram isoladas com esses meios de cultura, evidenciando a importancia de
utilizar também substrato com pouca quantidade de nutrientes.

Rodrigues e colaboradores (2022) discorrem sobre identificagdo de UFCs
presente em um determinado local e os meios de cultura utilizados. Os autores
utilizaram varios meios de cultura, entretanto, cerca de 49% do resultado foi
proveniente dos meios de cultura tanto com alta quantidade de nutrientes (Marine), e
dos meios de cultura com baixa quantidade de nutrientes (Marine 1:10; MMM). Além
disso, cita a importancia de quantificar a concentragcdao de NaCl, que nesses casos
eram de 19 g/L, sendo mais de 200% comparado aos outros que tiveram pouca
quantidade de salinidade. Dando alusdo a esse trabalho, o resultado também é
congruente, visto que as maiores concentragdes de estirpes isoladas foram nesses
meios de cultura.

Outro aspecto positivo em possiveis estudos dos meios de cultura para estirpes
bacterianas € a insergcéao de extrato de macroalgas marinhas. Kleijan e colaboradores
em 2017 listou esse tipo de metodologia inserindo alginato e/ou manitol ao meio de
cultura. Nos seus resultados, considerou bem adaptado as necessidades metabdlicas
da maioria das bactérias associadas, visto que varias familias de bactérias marinhas

possuem a capacidade de degradar diferentes tipos de substratos das paredes
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celulares das macroalgas marinhas. Neste trabalho também foi utilizado meio de
cultura semelhante, com o MMM acrescido de alginato apenas na expedi¢cao de
Armacado de Buzios em 2024, podendo ter gerado o grande resultado positivo que
essa expedicao promoveu no quesito de bactérias com esse perfil de catabolismo do
carboidrato.

Liu e colaboradores (2024) complementam com isolamento de bactérias em
placas com Marine suplementadas com agar, carragenana e fucoidana em uma
camara anaerobia em temperatura ambiente (22°C). Apdés 3 semanas, foi observado
crescimento, sendo repicado mais de uma vez para confirmagdo de pureza.
Posteriormente foi inserido em outros meios de cultura semelhante ao usado neste
trabalho para maximizar o isolamento de bactérias, com intuito de captar maior
quantidade de bactérias agaroliticas.

Existem diferentes tipos de meios de cultura, sendo os mais comuns o meio sélido,
0 meio liquido e o meio semissélido. O meio sdlido é preparado adicionando um
agente solidificante, tendo o agar como seu principal exemplo, permitindo assim o
crescimento de microrganismos em colbnias distintas, facilitando sua identificagédo e
isolamento (Atlas, 2010). A maioria dos estudos observados na literatura cita a
utilizacdo de meios de cultura soélidos para iniciacdo do rastreio de atividade
enzimatica sob polissacarideos (Choi et al., 2011; Barzkar, 2018). Neste trabalho,
todas as 583 bactérias que foram isoladas das macroalgas pelos meios de cultura
supracitados inseridas em meios de cultura solido (meio de Hu) (Hu et al., 2008) para
rastreabilidade de atividade agarolitica. A soma de 286 bactérias que positivaram ao
rastreamento inserido demonstra a eficacia das estirpes bacterianas em metabolizar
0 agar.

Ainda caracterizando a rastreabilidade enzimatica no meio de Hu, no presente
estudo foi inserido uma metodologia inédita sobre o tamanho do halo promovido pela
estirpe inoculada neste meio de cultura. Dentre o padrdo minimo do IE para
caracterizagdo de atividade agarolitica sendo maior ou igual a 2 mm, a partir deste
didmetro foi determinado um ranqueamento sobre o halo, chegando aqueles que
possuiam acima de 6 mm. Dentre os resultados obtidos, um maior numero de estirpes
tivera halo intermediario (3,1-4; 4,1-5; 5,1-6), e os extremos (entre 2,1-3 e >6)
possuiam uma menor quantidade. O IE pode servir como rastreio inicial da capacidade
enzimatica das estirpes agaroliticas, visto que todas as bactérias passaram pelos

mesmos métodos de incubacéo.
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Outra estratégia elaborada por Thomas e colaboradores (2016) € a utilizacdo de
meio de cultura com o minimo de nutrientes com a suplementagao de agarose para
rastreamento da atividade agarolitica. Esse critério foi utilizado para identificar perfil
metabdlico de estirpes capazes de despolimerizar a agarose, confirmando a sua
producdo da enzima agarase. No presente trabalho, dentre as 286 bactérias que
geraram atividade enzimatica no meio de Hu foram inoculadas em MMM adicionado
de agarose com repique diretamente a partir do estoque bacteriano, evitando o
carreamento de outros substratos advindos do processo de reativacdo no caldo
Marine (de Oliveira et al., 2021), gerando a soma de 125 estirpes capazes de
promover atividade agarolitica nesse meio, comprovando a eficacia dessa
metodologia.

Além das etapas de verificagao da atividade enzimatica, durante todo o processo
de isolamento foi observado se houve depressao e/ou liquefagdo do agar e/ou
agarose. Um total de 15 estirpes foram capazes de gerar depressdo no &gar,
entretanto, apenas 7 foram capazes de gerar depress&o no agar e promover atividade
enzimatica tanto no meio de Hu quanto no MMM + agarose. O alto numero de
resultados positivos na triagem pode se dever a existéncia de CAZymes
multifuncionais ou poliespecificas que podem consumir eventualmente outros
substratos, como o agar ja que foram capazes de gerar liquefagao do agar (Liu et al.,
2016; Sun et al., 2023).

De acordo com Fasim e colaboradores (2021), a otimizagdo dos meios de culturas
€ essencial para padronizagao a nivel industrial. Introduzindo assim os espécimes nao
s6 em meios de culturas sélidos, mas também nos liquidos, faz-se fundamental para
avaliar quantitativamente a atividade enzimatica, por exemplo. Além disso, as enzimas
agaroliticas n&o necessariamente correspondem a produgdo com condigdes ideais
em meio solido, sendo impossibilitadas de replicacdo e escalonamento projetando seu
emprego em nivel industrial. Dessa forma, para complementar os estudos referentes
a atividade agarolitica, € necessario a insergdo de meios de cultura em estado liquido
para complementacio das atividades e confirmacéo dos resultados aqui obtidos.

Este estudo é o segundo trabalho associado a bioprospecgao de microrganismos
agaroliticos no Brasil, sendo o primeiro a utilizar as bactérias isoladas no proprio
Brasil, mais especificamente no Rio de Janeiro. Os passos apresentados até aqui
promoveram um inicio da caminhada em maximizar os estudos sobre bactérias

agaroliticas, fomentando a area da biotecnologia marinha e impulsionando as
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entidades académicas e industria brasileira na criagcdo de modelos mais baratos e

sustentaveis na producao de bioprodutos de alto valor agregado.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

7.1. CONCLUSOES

e Um total de 583 bactérias foram isoladas da microbiota epifitica e total de 26
espécimes de macroalgas marinhos pertencentes aos géneros Ulva, Sargassum,
Laurencia e Codium coletados em seis expedi¢gdes de coleta em trés diferentes
cidades do litoral fluminense;

e Mais de 95% das estirpes exibiram um indice Enzimatico igual ou superior a
2,0, indicativo de geracédo ativa das CAZymes nas condi¢cdes de ensaio adotadas;

e Um conjunto de 125 bactérias isoladas das macroalgas marinhas foram
capazes de crescer e manter atividade agarolitica em meio minimo suplementado
exclusivamente de agarose como fonte de carbono;

e 15 bactérias isoladas das macroalgas marinhas causaram depressdo e/ou
liquefagédo do agar desde o isolamento bacteriano até as etapas da triagem em meios
de cultura sélido. Desse total, 7 amostras mantiveram tal fendtipo agarolitico e
atividade de produgao da enzima em algum dos dois meios de triagem adotados;

e Vibrio foi o género dominante de bactérias isoladas das macroalgas marinhas,
seguido de outros representantes da classe @ Gammaproteobacteria
(Pseudomonadota). Contudo, uma parcela significativa das amostras nao foi
identificada por espectrometria de massas MALDI-TOF, requerendo a sua
identificacédo posterior por amplificagao e sequenciamento do gene codificador do 16S
rRNA;

e Dentre as bactérias consideradas verdadeiramente agaroliticas no estudo,
apenas uma foi identificada por espectrometria de massas, como pertencente ao
género Dermacoccus. Todas as estirpes tiveram seu DNA gendmico extraido e o gene
codificador do 16S rRNA amplificado e foram submetidas ao sequenciamento
automatico de Sanger para conclusdo de sua identificagdo por analises de

bioinformatica.

7.2. PERSPECTIVAS FUTURAS
O presente trabalho figura entre os primeiros no cenario nacional centrado na

bioprospecgao de microrganismos agaroliticos do holobionte macroalga. Com as
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estirpes bacterianas potencialmente produtoras dessas enzimas e com base nos
resultados aqui obtidos, listam-se abaixo os passos imediatamente posteriores em
subsequentes projetos do grupo de pesquisa de curto a longo prazo:

e Finalizagdo da identificagdo molecular das bactérias consideradas como
verdadeiramente agaroliticos e, em extensdo, do conjunto com atividade de produgéo
da enzima em meio sélido e capacidade de consumo de agarose;

e Avaliacdo da curva de crescimento e da capacidade de consumo de agarose
em meio minimo mineral no estado liquido do total de 125 bactérias com producéo de
enzimas em meio de Hu e MMM acrescido de agarose;

e |nvestigacao da producao da agarases com as estirpes bacterianas agaroliticas
identificadas a partir de seu cultivo em condi¢gdes fermentativas em meio liquido e
dosagem da atividade enzimatica dos extratos brutos obtidos (sobrenadantes livres
de células e lisados celulares);

e Selecdo das estirpes bacterianas agaroliticas com atividade enzimatica
determinada em meio so6lido e liquido para sequenciamento, montagem, anotagéo do
genoma completo, com foco na reconstru¢do de seus CAZomas e rastreio dos
potenciais CGCs especializados com o catabolismo de agarose;

e Clonagem, expressao heterdloga, purificacdo cromatografica e caracterizagéao
bioquimica das agarases com genes codificadores descobertos por mineragao
genbmica das estirpes bacterianas agaroliticas isoladas das macroalgas marinhas;

e Aplicacdo tanto das agarases recombinantes quanto das enzimas obtidas a
partir dos extratos brutos das estirpes bacterianas agaroliticas para a produgao de
AOs e/ou NAOs e sacarificacdo da biomassa de rodoficeas;

Determinacdo de atividades antimicrobiana, antibiofilme, antioxidante e outras

bioatividades farmacologicamente relevantes dos potenciais AOs e/ou NAOs gerados
pelas agarases descobertas.
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9. ANEXOS

Anexo 1 - Meios de cultura

Agua do mar artificial (ASW)

NaCl

MgS04.7H20
MgCl2.6H20
CaCl2.H20

KCI

NaHCOs

H20 destilada

Meio de Hu (Hu et al., 2008)

NaCl

MgS04.7H20
MgCl2.6H20
CaCl2.H20

KCI

NaHCO3

Agar

2338 g

4,93 g

4,07 g

1,47 g

0,75g

0,17 g

1000 mL

2338 g

4,93 ¢g

4,07 g

1,47 g

0,75g

0,17 g

75



H20 destilada

Caldo Marine

Peptona
Extrato de Levedura
Sal Marinho

H20 destilada

Agar Marine

Peptona

Extrato de Levedura
Sal Marinho

Agar

H20 destilada

Agar Marine 1:10

Peptona
Extrato de Levedura
Sal Marinho

Agar

1000 mL

59
19
33,3g

1000 mL

59

19

333 g

159

1000 mL

76



H20 destilada

LB

Peptona

Extrato de Levedura
NaCl

Agar

H20 destilada

Meio Minimo Marine (Thomas et al., 2016)

NaCl

MgS04.7H20

MgCl2.6H20

NH4Cl

KCI

CaCl2.H20

NaHCOs

K2HPO4

Extrato de Levedura

1000 mL

109

59

59

159

1000 mL

29

0,79

0,69

0,05¢

77



FeSO4-7H20

H20 destilada

Meio Minimo Marine + Agarose

NaCl

MgS04.7H20

MgCl2.6H20

NH4Cl

KCI

CaCl2.H20

NaHCOs

K2HPO4

Extrato de Levedura

FeSO4-7H20

Agarose

H20 destilada

Meio Minimo Marine + Alginato

NaCl

78

0,02 g

1000 mL

24,79

6,39

4649

29

0,79

0,69

1000 mL

24,7 g



MgS04.7H20

MgCl2.6H20

NH4Cl

KClI

CaCl2.H20

NaHCOs

K2HPO4

Extrato de Levedura

FeSO4-7H20

Alginato

H20 destilada

Meio Minimo Marine + Oleo Mineral

NaCl

MgS04.7H20

MgCl2.6H20

NH4Cl

KCI

CaCl2.H20

79

6,39

4649

29

0,79

0,649

247 g

6,39

4649



NaHCO3

K2HPO4

Extrato de Levedura

FeSO4-7H20

Oleo Mineral

H20 destilada

80

0,29

0,19

0,05¢

0,02 g

10 mL

1000 mL
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