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Resumo: Esta revisdo tem por objetivo fornecer uma revisdo narrativa atualizada acerca
de enzimas hidroliticas (agarases, amilases, celulases, esterases, lipases, peptidases e
quitinases) isoladas do microbioma marinho. Esses biocatalisadores apresentam
propriedades bioquimicas Unicas, como halotoleréncia, extremos de pH, temperatura e
barofilicidade, que os tornam atraentes para uso em diversos setores industriais,
estimulando futuras aplicacfes biotecnoldgicas. Considerando o vasto repertorio
enzimatico dos diversos membros das comunidades microbianas vivendo no ambiente
marinho, salienta-se a imprescindibilidade de acessar esse habitat, mais especificamente
essas unidades biocataliticas. Com a devida atencéo voltada ao viés industrial, novos
biocatalisadores serdo descobertos com sucesso nas comunidades microbianas marinhas,
desde a confirmagdo de sua atividade até a comprovagdo de seu emprego pratico nos
setores de interesse e geracao de propriedade intelectual.

Palavras-chave: ambiente marinho; aplicagBes biotecnoldgicas; biocatalisadores;
enzimas hidroliticas; industria.

Abstract: This review aims to provide an updated narrative review about hydrolytic
enzymes (agarases, amylases, cellulases, esterases, lipases, peptidases, and chitinases)
isolated from the marine microbiome. These biocatalysts have unique biochemical
properties, such as halotolerance, extremes of pH, temperature, and barophilicity, which
make them attractive for use in several industrial sectors and stimulating future
biotechnological applications. Considering the vast enzymatic repertoire of the various
microbial communities living in the marine environment, it is highlighted the importance
of harnessing this habitat, specifically these biocatalytic units . Consequently, with
proper attention to the industrial perspective, new biocatalysts will be successfully
discovered in the marine microbial communities, confirming their practical and valuable
activity application to the attractive sectors and generating intellectual property.

Keywords: marine environment; biotechnological applications; biocatalysts; hydrolytic
enzymes; industry.

1. INTRODUCAO

O antrop6logo Helmreich definiu de forma simples a
biotecnologia marinha como "uma extenséo natural das
praticas culturais de coleta de alimentos do oceano",
resumindo as origens desse campo e seu profundo
significado para a sociedade humana (Helmreich, 2003).
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As fontes marinhas geralmente sdo representadas por
microrganismos, plantas e animais e a alta tolerancia ao
sal, barofilia, adaptabilidade ao frio e facilidade de cultivo
em grande escala sdo caracteristicas que chamam a atencéo
dos pesquisadores (Trincone, 2010). Essas propriedades
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ndo sdo tdo comumente encontradas em ambientes
terrestres, pois 0s organismos marinhos prosperam em
habitats como fontes hidrotermais, cavernas oceanicas e
algumas é&reas com elevada pressdo atmosférica e auséncia
de luz (Ghosh et al., 2005).

Muitos organismos multicelulares marinhos, como
algas, plantas, esponjas, peixes, camardes e caranguejos,
foram estudados para explorar o arsenal molecular do
universo marinho. No entanto, o0s produtores de
biomoléculas de relevancia biotecnolégica que mais se
destacam sdo 0s microrganismos, incluindo bactérias,
arqueias e fungos. Os microrganismos sdo capazes de
fornecer numeros impressionantes de biocatalisadores
com uma ampla gama de aplicacdes em diversos setores,
como  alimentos, racdo  animal,  detergentes,
biocombustiveis, produtos quimicos finos e farmacéuticos
(Trincone, 2010).

Além de serem encarregadas de reacdes biogquimicas
especificas ligadas aos processos metabolicos das células,
uma enzima marinha € uma molécula proteica Unica com
propriedades que refletem o habitat natural do organismo
produtor, o qual, compreende um meio aquoso com alta
concentracdo de sais (Sarkar et al., 2010). As enzimas
marinhas apresentam novas caracteristicas bioquimicas e
estereoquimicas quando comparadas com as demais
enzimas isoladas de ecossistemas ndo-marinhos
(Trincone, 2013). Tendo em vista as propriedades
bioquimicas Unicas das enzimas marinhas, sua demanda
industrial estd aumentando continuamente, sendo
impulsionada pela necessidade crescente de solugdes
sustentaveis no mundo contemporaneo.

As caracteristicas exclusivas das enzimas, como alta
especificidade, acdo rédpida e biodegradabilidade,
permitem que processos industriais funcionem em
condi¢bes de reacdo moderadas, com rendimentos
aprimorados e geracdo de residuos reduzida (Gurung et al.,
2013). Em contrapartida, mesmo levando em consideragdo
todas as vantagens, as enzimas naturais ndo atendem
muitas vezes a todos 0s requisitos de um processo
industrial e precisam de mais adaptagdes ou redesenho
para ajustar as propriedades cataliticas essenciais nessas
condigdes (Brahmachari et al., 2017). Apesar do sucesso
de algumas enzimas de origem marinha terem chegado ao
mercado, ha ainda uma relativa caréncia de estudos para
descoberta de novos biocatalisadores microbianos desses
habitats.

Nesse contexto, a presente revisdo objetiva apresentar
0 vasto e quase inexplorado potencial do repertdrio
enzimatico do microbioma marinho, abordando as
principais caracteristicas das hidrolases agarase, amilase,
celulase, esterase, lipase, peptidase e quitinases,
ressaltando sua importancia nos ambitos industrial e
biotecnoldgico. As hidrolases sdo utilizadas em multiplos
setores industriais, e aqui, as enzimas isoladas de
organismos marinhos e caracterizadas bioguimicamente
foram destacadas quanto as suas potencialidades, ¢
omo aquelas que sdo candidatas para 0 emprego em
diversas industrias e com exemplos de patentes ativas
recentemente descritas. Dessa forma, esperamos que essa
revisdo contribua em instigar futuras pesquisas nessa
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direcdo, especialmente em um pais com a biodiversidade
marinha tdo rica e Gnica como o Brasil.

2. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo constitui uma revisdo narrativa da
literatura com carater amplo que se prop@e a transmitir o
conhecimento acerca de enzimas hidroliticas (agarases,
amilases, celulases, esterases, lipases, peptidases e
quitinases) isoladas do microbioma marinho. Para a
selecdo de artigos cientificos, no periodo entre dezembro
de 2019 a julho de 2020, foram utilizadas as bases de dados
Pubmed e Google Scholar. Para a delimitacdo da pesquisa
foram empregados 0s seguintes termos, considerando o
texto inteiro: “marine hydrolytic enzymes” (média de
resultados em ambas as bases de dados: 107 publicacGes);
“agarase” (média de resultados: 170); “marine amylase”
(média de resultados: 178); “marine cellulase” (média de
resultados: 149); “marine esterase” (média de resultados:
780); “marine lipase” (média de resultados: 249); “marine
peptidase” (média de resultados: 882); “marine peptidase”
(média de resultados: 882); “marine quitinase” (média de
resultados: 257); “hydrolytic enzymes” (média de
resultados: 15000). Os critérios de inclusdo foram: artigos
de pesquisa em inglés publicados no periodo entre 2010 e
2020 que abordassem as enzimas hidroliticas agarases,

amilases, celulases, esterases, lipases, peptidases e
quitinases isoladas do microbioma marinho; e
fornecimento de informagbes acerca das suas

caracteristicas, ressaltando sua importancia nos ambitos
industrial e biotecnoldgico. No total, foram utilizadas 119
publicacOes e, em casos especificos conforme citados no
texto, publicacdes anteriores ao ano de 2010 foram
incluidas neste artigo de revisdo.

3. RESULTADOS

3.1 Enzimas microbianas

Atualmente, os catalisadores bioldgicos sao divididos
em sete classes pela Comisséo de Nomenclatura da Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(IUBMB, do inglés, “International Union of Biochemistry
and Molecular Biology”): oxido-redutases (classe 1),
transferases (classe 2), hidrolases (classe 3), liases (classe
4), isomerases (classe 5), ligases (classe 6) e translocases
(classe 7) (Brahmachari et al., 2017; Tipton, 2019).

A humanidade vem utilizando esses catalisadores
biolégicos na vida cotidiana desde os tempos pré-
historicos. Exemplos representativos do uso de enzimas
incluem a clarificagdo, filtracdo e producdo de vinhos e
cervejas e a panificacdo e fermentagdo do agucar no alcool
por levedura, ja observados no Egito Antigo para
preservacdo de alimentos e bebidas (Cornish-Bowden,
2011).

Além da maior especificidade em relagdo ao
substrato, as enzimas podem apresentar vantagens
adicionais em relacdo aos catalisadores quimicos
(sintéticos ou inorganicos), catalisando reacBes quimicas
de maneira mais sustentavel, apresentando elevada
eficiéncia em algumas condi¢cbes moderadas de pH,
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temperatura e pressao (Gurung et al., 2013).
Caracteristicas como alta seletividade e a biodegrada-
bilidade atraem a atencdo para seu emprego em processos
industriais, oferecendo baixa toxicidade e impacto
ambiental reduzido. Consequentemente, elimina-se 0 uso
de solventes organicos e a liberagdo dos produtos toxicos
gerados mediante emprego de enzimas, em contrapartida
dos catalisadores de origem quimica (Robinson, 2015;
Chapman, Ismail e Dinu, 2018).

As enzimas podem ser produzidas tanto por
microrganismos procariéticos, como bactérias e arqueias,
guanto eucaridticos, como leveduras e fungos
filamentosos. Os microrganismos sao a principal fonte de
enzimas industriais, visto que o nimero de enzimas que
podem ser recuperadas economicamente de plantas e
animais é limitado (Souza e Magalhdes, 2010; Adrio e
Demain, 2014). Dentre as vantagens das enzimas
microbianas em relacdo as enzimas vegetais e animais,
salienta-se sua maior estabilidade, facil manuseio,
producdo facilitada em larga escala e mais econémica,
variabilidade bioquimica, dependendo de um menor
tempo e espaco devido a sua alta consisténcia e facil
manipulacdo genética (Schafer, Borchert e Nielsen, 2007;
Nigam, 2013).

Além disso, o uso industrial de enzimas microbianas
estd recebendo mais atencdo devido a sua atividade
catalitica, especificidade, ndo toxicidade, natureza
ecologica e relacdo custo-beneficio (Singh, Singh e
Pandey, 2019). Cerca de 50 % das enzimas utilizadas nas
industrias sdo obtidas de fungos, 35 % de bactérias e
apenas 15 % de plantas e animais (Saranraj e Naidu, 2014;
Thapa et al, 2019). A maioria das enzimas
comercialmente relevantes foram obtidas a partir de
linhagens do género Bacillus e Streptomyces, e 0s
principais fungos produtores sdo representados pelos
géneros Aspergillus, Mucor e Rhizopus (Sanchez e
Demain, 2017).

O mercado mundial de enzimas expandiu em grande
parte devido a dois fatores. Um deles foi o préprio
aumento da populacdo global, em que alguns estudos
fizeram uma previsdo de um crescimento de 28% na
populagdo mundial de 2015 a 2030. O segundo fator
consistiu no aumento da consciéncia ambiental por conta
dos consumidores e legislagdes mais rigorosas, levando a
uma pressao publica e politica. Isso vem promovendo uma
maior procura de produtos e servicos gerados por uma
miriade de processos industriais e, eventualmente, na
implementagdo gradativa de enzimas na industria (Singh
et al., 2016; Chapman, Ismail e Dinu, 2018).

Assim, esse aumento da demanda por enzimas no
mercado global em todas as areas em ritmo acelerado nos
proximos anos, juntamente com a atualizagdo das
aplicacdes enzimaticas em processos industriais levaré a
um maior investimento em enzimas com alto desempenho,
garantido por suas caracteristicas especificas. Esse
processo acarretara em um maior comprometimento com
pesquisas focadas na exploracéo de novos biocatalisadores
(Li, Yang e Yang, 2012; Brahmachari et al., 2017).

De acordo com o relatério mais recente publicado
pela Allied Market Research, o mercado global de enzimas
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foi avaliado em US$ 8,63 bilhdes em 2019, e estd
projetado para atingir US$ 14,5 bilhdes até 2027. Algumas
companhias monopolizam o mercado mundial de enzimas,
como a dinamarquesa Novozymes que detém uma
participacdo estimada de 48% no mercado global de
enzimas (The Novozymes Report, 2018). Seguida de
outras empresas com relevantes contribuicdes nessa area,
tais como Koninklijke DSM NV (Holanda), DowDuPont
Inc. (Estados Unidos da América - EUA), BASF SE
(Alemanha), Advanced Enzyme Technologies Ltd.
(india), AB Enzymes GmbH (Alemanha), Codexis, Inc.
(EUA), Amano Enzyme, Inc. (China), Hoffmann-La
Roche Ltd. (Suica) e Thermo Fisher Scientific Inc. (EUA)
(Allied Market Research, 2019).

As principais aplicacdes das enzimas industriais estdo
nos setores de papel, téxtil, detergente, alimentos, bebidas,
racbes animais, biocombustiveis e farmacéutica. Nesse
aspecto, alimentos, racdes e bebidas representam o maior
segmento com receita de quase US $ 1,2 bilhdes somente
no ano de 2011, com previsao anterior de crescimento para
US $ 2,0 bilhGes até 2020. Em seguida, vem a indUstria de
detergentes, cujo mercado global foi avaliado em mais de
US$ 1,3 bilhdes em 2017 (Guisan e Exposito, 2020).

As hidrolases representam a maioria das enzimas
industriais em atual emprego comercial, aproximadamente
cerca de 75% do total, consistindo majoritariamente nas
peptidases, polissacaridases e lipases (Li, Yang e Yang,
2012; Arbige, Shetty e Chotani, 2019). Essas hidrolases
sdo amplamente utilizadas em diversos setores industriais,
como ilustrado na Fig. 1.

3.2 Enzimas microbianas marinhas

E previsto que o mercado global de biotecnologia
marinha, estimado em US$ 4,1 bilhdes em 2015, possa
chegar a US$ 6,4 bilhdes em 2025, com a identificacdo de
novas enzimas derivadas de habitats marinhos
(Smithersgroup, 2015; Di Donato et al., 2019). No entanto,
0s mais variados ambientes marinhos ainda permanecem
praticamente inexplorados biotecnologicamente,
principalmente quando comparados aos ecossistemas
terrestres (Ambrosino et al., 2019). Acredita-se que essa
enorme diversidade dos ambientes marinhos associada as
demandas urgentes de alternativas cada vez mais
sustentiveisirdo suscitar em um estrondoso crescimento
da biotecnologia marinha na préxima década (Daniotti e
Re, 2021).

Oceanos e mares cobrem aproximadamente 71% da
superficie da Terra, representando 0 maior e mais
promissor reservatorio aquatico de biodiversidade do
planeta (Zhao, 2011). Esses ambientes oferecem
diversas condicdes Unicas e frequentemente hostis para 0s
organismos que o habitam. Os oceanos incluem extremos
de luz, temperatura, pressdo e salinidade. Regifes ricas em
nutrientes coexistem com locais onde esses recursos Sao
escassos ou relativamente incomuns. De modo amplo,
todos as classes de microrganismos capazes de sobrevier a
esses extremos ambientais, os extremofilos, podem ser
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Fig. 1: Panorama geral das aplicagdes industriais das hidrolases agarase

, celulase, amilase, esterase, lipase, protease e quitinase. Os quadros indicam 0s

diferentes setores industriais e os asteriscos coloridos indicam qual a respectiva enzima utilizada na aplicacéo apresentada.

encontrados em ecossistemas marinhos, abrindo multiplos
aminhos para sua exploragdo biotecnoldgica (Imhoff,
Labes e Wiese, 2011; Poli et al., 2017).

No curso da evolugdo, o microbioma marinho se
adaptou para desenvolver capacidades metabdlicas Unicas
para garantir a sobrevivéncia em diversos habitats
relativamente pobres em nutrientes. Além de produzir uma
variedade de metabolitos distintos quando comparados aos
produtos microbianos terrestres (Faulkner, 2000; Zehr,
Weitz e Joint, 2017). Esses simbiontes microbianos
possuem um repertorio biomolecular, como enzimas e vias
metabolicas especificas, nas quais muitas vezes servem
para atender as demandas de seus respectivos hospedeiros
(Ghosh et al.,, 2005; Trincone, 2010). Diante da
inexplorada diversidade metabolica desses
microrganismos, esta pode ser aproveitada como uma
fonte de potenciais enzimas naturalmente adaptadas para

certas necessidades industriais, constituindo
consequentemente, alternativas mais vantajosas do que
seus homologos terrestres (Harrison et al. 2013; Ferrer et
al., 2018) (Fig. 2).

Considerando que a maioria dos processos industriais
sdo conduzidos em condicOes adversas, como extremos de
pHs (acidos ou béasicos), temperaturas (baixas e/ou altas) e
salinidade elevada, existe um maior interesse nas
chamadas “enzimas extremas” ou “extremoenzimas”, que
sd0 muito resistentes as condi¢des extremas (Dumorné et
al., 2017). Microrganismos extreméfilos e microrga-
nismos simbidticos (arqueias e bactérias marinhas, como
Vibrio, Bacillus, Pseudoalteromonas, Pseudomonas e
Staphylothermus, além de actinobactérias e fungos) sao
fontes da maioria das enzimas marinhas com propriedades
quimicas e perfil de atividades biocataliticas inéditas.
Algumas dessas vém sendo pesquisadas e até utilizadas em
setores industriais, como alimenticio e de detergentes

Enantiosseletividade unica

Pressio v B Alta sa

Oceano

Adaptadas a todos esses ext
(altos e baixos)

\ Temperatura

(Trincone, 2011; Sana, 2013; Parages et al.,

2016).
O registro de patentes de enzimas
linidade hidroliticas derivadas de microrganismos

marinhos vém aumentando nos Ultimos anos,
conforme listado na Tab. 1, que sumariza as
patentes para as hidrolases, mais especificamente
abordadas nessa revisdo, presentes no banco de
dados Espacenet Patent publicado no intervalo de
2019-2020 (Disponivel em: https://worldwide.
espacenet.com/ patent/?locale=en _EP).

Figura 2. Caracteristicas das enzimas microbianas marinhas e
do ambiente marinho. Desenho esquematico do ecossistema
marinho e suas caracteristicas extremas indicadas pelas linhas
azuis, bem como as enzimas produzidas pelas comunidades de
microrganismos presentes nesses habitats e suas propriedades.

remos
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3.3 Polissacaridases

3.3.1 Agarases

As agarases sdo as principais enzimas encarregadas
pela degradagdo do 4&gar. Este heteropolissacarideo
complexo é geralmente encontrado na parede celular de
algas vermelhas (Rhodophycea) dos géneros Gelidium e
Gracilaria (Lee et al.,, 2017). Estruturalmente, duas
classes principais de polissacarideos compdem o agar: a
agarose e a agaropectina.

A agarose € um polimero linear com alta massa
molecular (>100 kDa), geralmente neutro (pH 7,0),
constituida de unidades bésicas de repeticdo de um
dissacarideo de B-D-galactopiranose (G) e 3,6-anidro-o-L-
galactopiranose (AHG). Essa unidade dissacaridica é
denominada agarobiose se a direcdo da ligacdo O-
glicosidica entre os residuos de monossacarideos for a
(1->3) e neoagarobiose (NA2) se a dire¢do da ligacdo é
(1->4). A agaropectina segue esse mesmo padrdo de
arranjo estrutural da agarose, contudo tem uma massa
molecular menor (<20 kDa) e um teor de sulfato (SO4%)
entre 5,0 e 8,0 %, o qual € maior do que o da agarose (cerca
de 0,15 %) (Usov, 2011).

O 4gar requer varios tipos de enzimas para sua
hidrélise completa nos monémeros B-D-galactopiranose
(G), 3,6-anidro-a-L-galactose (AHG), L-galactose-6-
sulfato (L6S) (Yun, Yu e Kim, 2017). Em geral, as
agarases sdo divididas em duas classes com base no seu
padrao de clivagem glicolitica: a-agarases (EC 3.2.1.158),
que clivam as ligagcbes o-1,3 e produzem agaro-
oligossacarideos (AOS); e B-agarases (EC 3.2.1.81), que
clivam as ligages fB-1,4 e geram neoagaro-
oligossacarideos (NAOs) como principais produtos (Chi,
Chang e Hong, 2012).

Resumidamente, a a garose oligomérica €
inicialmente clivada pela enzima a- ou B-agarase. Essa
enzima cliva o &gar na ligacdo a-(1,3) ou B-(1,4),
produzindo agarotetraose ou neoagarotetraose (NA4),
respectivamente. Este sacarideo tetramérico, como outras
agaroses oligoméricas, é decomposto em agarobiose ou
neoagarobiose (NA2) atraves da acdo da a- ou B-agarase,
respectivamente. Finalmente, a agarobiose ou neoagaro
biose é clivada na ligacdo B-(1,4) ou a-(1,3) pela B-
agarobiose hidrolase ou pela a-neoagarobiose hidrolase
para produzir mondmeros G ou AHG, respectivamente,
gue sdo incorporados nas vias centrais de metabolismo
energético dos microrganismos (Chi, Chang e Hong, 2012;
Jiang et al., 2020).

Enzimas agaroliticas sdo encontradas
majoritariamente  em fontes marinhas, principalmente a
partir de bactérias isoladas da agua do mar, do sedimento
ou da superficie, ou em associacdo com organismos
marinhos (Li et al., 2007). Dentre os principais géneros
bacterianos marinhos produtores de agarase até entdo
relatados, destacam-se Vibrio, Pseudomonas,
Acinetobacter, Agarivorans, Alteromonas, Bacillus,
Microbulbifer,  Paenibacillus, = Pseudoalteromonas,
Salegentibacter, Thalassomonas e Zobellia (Jahromi e
Barzkar, 2018). As agarases tém uma ampla variedade de
aplicacdes, tendo sido usadas para recuperacdo de DNA do
gel de agarose, melhoria dos processos extrativos
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modernos a partir das algas em que o agar é encontrado,
hidrélise do &gar para produzir oligossacarideos, 0s quais
possuem diversas atividades fisiologicas e farmacoldgicas
benéficas para a saude humana (Wang et al., 2004; Gurvan
et al., 2006; Jahromi e Barzkar, 2018).

A partir de uma estirpe de Pseudoalteromonas sp.
NJ21, isolada de sedimento na Antértica, foi isolada uma
exo-p-agarase com a capacidade de degradar agarose em
NA2 como produto final. Esta enzima é uma candidata
interessante para aplicagcdes no setor de cosméticos e de
medicamentos, devido as atividades antioxidantes dos
oligossacarideos derivados de agarases bactérianas (L.,
Xie e Gao, 2019). A alta resisténcia das agarases ao sal e
aos detergentes também pode ser particularmente Gtil em
aplicacBes industriais. Uma p-agarase proveniente da
bactéria marinha Cellulophaga algicola DSM 14237
mostrou alta tolerancia ao sal, retendo mais de 70 % da
atividade méxima na presencga de NaCl a2 M (Han, Zhang
e Yang, 2019), sendo vantajosa em processos que
necessitam ocorrer em uma maior concentracdo de sal.

Outra p-agarase isolada da estirpe marinha
Persicobacter sp. OCCB-QB2 teve maior atividade em
uma concentracdo de 0,1 % de SDS (do inglés, “Sodium
Dodecyl Sulfate”) e Triton X-100, quando comparada a
sua atividade na auséncia destes detergentes (Hafizah, The
e Furusawa, 2019). A resisténcia da agarase aos
surfactantes é interessante, pois essas substancias podem
ter um efeito positivo na atividade enzimatica,
aumentando  a estabilidade da enzima, a acessibilidade
do substrato a enzima ou até a facilitacdo da interacdo
enzima-substrato.

Uma estirpe de Acinetobacter PS12B, isolada a partir
de sedimentos marinhos, evidenciou-se como uma
produtora de uma agarase alcalina e termotolerante
promissora, 0 que a torna interessante para aplicagdo em
processos que ocorram em condices de reacdo em pH
basico. O pH e a temperatura ideais para a atividade da
agarase purificada foram de 8 e 40 °C, respectivamente. A
atividade enzimatica foi estimulada pela presenca de ions
Fe?*, Mn?* e Ca?*, enquanto os reagentes redutores -
mercaptoetanol e ditiotreitol aumentaram sua atividade em
30a 40 %. A agarase purificada exibiu tolerancia aos
detergentes e a solventes organicos. Os principais produtos
de hidrélise do agar foram NA4 e também uma mistura de
oligossacarideos mais longos, NA6 e NA7. Os residuos de
alga hidrolisada pela enzima exibiram forte atividade
antioxidante in vitro. O uso potencial desta enzima é
indicado para produzir hidrolisado de algas marinhas com
propriedades benéficas a salde humana, além de
aplicagBes como a producéo de biocombustiveis (Leema e
Sachindra, 2018; Park, Lee e Hong, 2020).

3.3.2. Quitinases
As quitinases (EC 3.2.1.14) podem ser classificadas de
acordo com a sua especificidade pelo substrato em
endoquitinases (EC 3.2.1.14) e exoquitinases. As enzimas
endo-quitinoliticas, mais comumente chamadas de
quitinases (EC 3.2.1.14), sdo caracterizadas por sua
capacidade de hidrolisar quitina aleatoriamente ao longo
da cadeia interna para gerar oligdbmeros sollveis de
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Tabela 1. Patentes encontradas para enzimas hidroliticas marinhas.
Palavra-chave  Publicacéo Titulo Ano
KR102070415B1 Novel alpha-_agarase an_d enzymatlc preparation of agar derived odd- 9020
numbered oligosaccharides using the alpha-agarase
CN110724677A Agarase and preparation method thereof 2020
CN110438108A Beta-agarase, and gene and application thereof 2019
marine agarase CN110438105A Alpha-agarase, preparation method and application thereof 2019
KR101997047B1 G7 - Agal5 A beta-agarase Agal5 from Gayadomonas joobiniege G7 2019
and use thereof
CN109182305A Specific Beta-agarase producing neoagarose and application thereof 2019
CN109182306A Beta-agz-irase with  homogeneous degradation products and 2019
application thereof
marine amylase  CN109679937A Raw a_mylolytlc enzymet Wl_th high specific enzyme activity as well 2019
as coding gene and application thereof
CN111154701A Stra_ln . producing algln_ate lyase and cellulase, and application of 2020
strain in kelp fermentation
Yeast strain 9-1 capable of producing cellulase and protease,
marine cellulase CN110804560A application and microbial formulation of yeast strain 9-1 as well as 2020
preparation method and application of microbial formulation
CN110438136A Beta_—glu_c05|dase as WeI_I as gene, amino acid sequence and 9019
application of beta-glucosidase mutant
CN110452834A Protease-producing Pseudoalteromonas tetraodonis and application 2019
. thereof
marine protease Protease-producing Marinobacterium georgiense and application
CN110438035A P g georg PP 2019
thereof
KR102128738B1 Variants of Esterase Isolated from the Marine Bacterium 2020
CN111019921 ngh-tqlerance lipid hydrolase E93 as well as coding gene and 2020
application thereof
marine esterase CN110184254A Esterase mutant with high alkali resistance and application thereof 2019
marine i . A" .
arine lipase CN109943550A Marl_ne pacterlum derived esterase Erp3 and encoding gene and 2019
application thereof
CN110982804A Llpase_ and application thereof in acquisition of DHA enriched 2020
glyceride
KR20200040101A  Lipase from Croceibacter atlanticus 2020
KR102097720B1 Lipase from Marinobacter lipolyticus 2020
CN110540980A Lipase mutant of marine Streptomyces and application of lipase 2019
mutant
KR20200027482A NO\{eI chitinase-producing Salinivibrio sp. Kostichola BA0O1801 2020
strain and use thereof
_ N CN110423711A South-pol_e-derlved strain producing low-temperature chitinase and 2019
marine chitinase fermentation method thereof
CN109897861A Portunus trltut?erculatus (fhltl_nase gene as well as recombinant 2019
expressed protein and application thereof
CN109402092A Chitinase derived from marine environment and gene thereof 2019
CN109943553A Chitinase low temperature resistant mutant and application thereof ~ 2019
US2019127715A1  Recombinant Extracellular Chitinase From Brevibacillus 2019
laterosporus For Biological Control And Other Industrial Uses
KR102027295B1 Novel chitinase-producing Salinivibrio sp. strain and use thereof 2019
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N-acetilglucosamina (GIcNAC), ao passo que as enzimas
exo-quitinoliticas  clivam  progressivamente  duas
subunidades das extremidades redutoras ou ndo redutoras
da cadeia de quitina (Jung et al., 2005).

As enzimas exo-quitinoliticas clivam progressi-
vamente duas subunidades das extremidades redutoras ou
ndo redutoras da cadeia de quitina. As exo-quitinases sao
divididas em duas subcategorias, quitobiosidase (EC
3.2.1.29), que libera diacetilquitobiose na extremidade ndo
redutora das microfibrilas de quitina, e N-
acetilglucosaminidase (EC 3.2.1.30), que cliva N-
acetilquitooligossacarideos para gerar mondmeros de
GIcNAC (Sahai e Manocha, 1993; Hamid et al., 2013). No
entanto, a IUBMB fundiu ambas as subfamilias, EC
3.2.1.29 e EC 3.2.1.30, em uma unica categoria, p-N-
acetilhexosaminidases (EC 3.2.1.52). As quitinases séo
sintetizadas por varios microrganismos, incluindo virus,
bactérias e fungos, além de insetos e plantas. Elas foram
isoladas de véarios microrganismos marinhos, incluindo
bactérias dos géneros Bacillus, Vibrio, Paenibacillus,
Pseudoalteromonas, Aeromonas, Micrococcus,
Streptomyces e Alteromonas e alguns fungos filamentosos,
como Aspergillus terreus e Aspergillus carneus
(Beygmoradi et al., 2018).

As quitinases tém exibido um proficuo potencial
guanto ao seu emprego na inddstria de alimentos, bem
como nos setores biomédicos e da agricultura. As
aplicacbes que usam 0 processamento baseado em
quitinases sdo econdmicos, ecoldgicos e considerados ndo
danosos ao ambiente (Le e Yang, 2019). A quitina, um
biopolimero constituido de N-acetil-D-glucosaminas
conectadas por ligaces B-1,4-glicosidicas, é o segundo
polimero de carboidrato mais abundante no mundo
(Muzzarelli, 2013), podendo ser encontrados naturalmente
como componente essencial em diferentes estruturas
vivas.

Este polimero é produzido por diversos organismos
marinhos, como moluscos, protozoarios, fungos e
crustaceos (Ramesh e Tharanathan, 2003). A desacetilacéo
de forma parcial da quitina leva a formag&o de quitosana,
um polissacarideo cationico natural. A quitosana e a
quitina apresentam propriedades bioldgicas interessantes,
como agentes antimicrobianos, antibacterianos, antivirais,
cicatrizantes,  hipocolesterolémico, hemostatico e
antioxidante (Hamed, Ozogul e Regenstein, 2016). No
entanto, a aplicacdo destes polissacarideos é limitada por
conta da grande viscosidade e da baixa solubilidade em
valores de pH neutros. A hidrolise quimica ou enzimatica
de quitosana e quitina resulta na geracdo de
quitooligossacarideos (COS) sollveis em 4&gua e
significativamente menos viscosos que a quitina e
quitosana (Yan e Fong, 2015).

Uma estirpe psicotolerante de Pseudomonas
GWSMS-1 foi isolada de sedimento marinho e apresentou
atividade quitinolitica. A atividade méxima do extrato
enzimatico bruto foi verificada a 35 °C e pH 4,5, com
excelente atividade também sob temperatura baixa,
possuindo mais de 50 % de sua atividade méxima a
0 °C. Além disso, a quitinase inibiu significativamente o
crescimento dos fungos Verticillium dahlia CICC2534
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e Fusarium oxysporum f. sp. Cucumerina CICC2532,
responsaveis pela murcha do algodao e da praga do
pepino, respectivamente (Liu et al., 2019). A inibicdo do
crescimento desses fungos chama atencéo para a possivel
aplicacdo da enzima nas plantagdes de algod&o e pepino,
na qual podera impedir a perda desses produtos por conta
das doencas.

Em outro estudo, as bactérias Streptomyces laurentii
SN5 e Cellulosimicrobium funkei SN20, isoladas de
residuos de casca de camardo marinho, foram ativas na
degradacdo da quitina, apresentando atividades
enzimaticas de 0,533 e 0,537 u/mL,
respectivamente. Essas duas estirpes bacterianas chamam
atencdo por serem boas candidatas para serem aplicadas na
produgdo de quitinase e na reciclagem ambiental de
residuos de quitina descartdveis (como a quitina de
residuos de cascas de camardes), sendo uma alternativa
sustentavel (Ali et al., 2020).

3.3.3 Holocelulases

As holocelulases séo enzimas capazes de degradar a
celulose, um polimero de cadeia longa formado por
monodmeros de glicose, entre 15 a 15.000, unidos por
ligacOes O-glicosidicas. Quanto as enzimas do complexo
celulolitico, suas principais aplicacbes incluem as
industrias téxtil, de papel, de celulose, alimentos, ragdo
animal, combustivel, além de indastrias quimicas no
gerenciamento de residuos e na indudstria farmacéutica
(Bajaj e Mahajan, 2019).

As holocelulases pertencem a classe das hidrolases e
sdo divididas em trés grupos principais: endoglucanases
(EC 3.2.1.4), exoglucanases (EC 3.2.1.91) e B-glicosidases
(EC 3.2.1.21) (Wood e Garcia-Campayo, 1990; Yang, El-
Enshasy e Thongchul, 2013). As endoglucanases atuam
hidrolisando ligac@es glicosidicas nas regiGes amorfas da
celulose, gerando dissacarideos de cadeia longa
(extremidades ndo redutoras), que sdo clivadas por
exoglucanases ou celobiohidrolases em oligossacarideos
de cadeia mais curta. Existem dois tipos de exoglucanases
(1,4-beta-celobiosidase), que atuam de forma
unidirecional nos oligbmeros de cadeia longa, desde as
extremidades redutora (EC 3.2.1.176) ou néo redutora (EC
3.2.1.91), liberando celobiose, que € posteriormente
hidrolisada em glicose pelas B-glucosidases (Juturu e Wu,
2014; Brahmachari et al., 2017).

Além das celulases de origem terrestre, as celulases
microbianas de ambiente marinho também demonstraram
uma conversdo bem-sucedida da biomassa vegetal a base
de celulose em aglcares fermentaveis. Vérias fontes
microbianas marinhas foram relatadas como produtoras de
celulases, incluindo bactérias, fungos filamentosos e
leveduras. Nesse sentido, destacam-se os géneros fingicos
Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Fusarium,
Mitococcus, Penicillium e Trichoderma e bacterianos
Acetivibrio, Alteromonas, Bacillus, Cellulomonas,
Clostridium, Nocardiopsis, Pseudomonas,
Rumminococcus, Streptomyces e Vibrio (Trivedi, Reddy e
Lali, 2016; Barzkar e Sohail, 2020).

Um exemplo interessante de celulases com aplicagdes
industriais consiste na estirpe marinha Bacillus sp.
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OH1666, que produz uma celulase com termoestabilidade
e atividade especifica em ampla faixa de pH (3,0 a 9,0).
Esta enzima demonstrou ser um agente potencial para
sacarificacdo da biomassa de algas marinhas em uma Unica
etapa (Harshvardhan, Mishra e Jha, 2013). Tal
caracteristica chama atenc¢do pelo fato da possibilidade de
uma sacarificacdo mais econdmica, por conta da
necessidade do uso de uma enzima em uma etapa unica.

A estirpe Bacillus carboniphilus CAS-3, isolada de
sedimentos marinhos da costa indiana, foi descrita por
apresentar Otima atividade celulolitica com aplicagdo na
sacarificacdo extensiva de palha de arroz pré-tratada,
rendendo cerca de 15,56 g/L de agUcar redutor em 96 h
(Annamalai, Rajeswari M, Balasubramanian e 2014). Essa
celulase desperta interesse, pois tem potencial de aplicacdo
na producdo de agucares redutores a partir da biomassa
celulésica em etanol, um combustivel renovavel.

Uma B-glucosidase, produzida pela estirpe
Pseudomonas lutea BG8, foi ativa em uma ampla faixa de
temperatura (5 a 30 °C) e aplicada na producdo de
bioetanol com a proposta de diminuir o consumo de
energia. A eficiéncia da enzima foi por causa da sua
eficiéncia na sacarificacdo de celulose sob temperatura
baixa (Tiwari et al., 2016).

A endoglucanase Bc22Cel tolerante ao sal secretada
pela estirpe Bacillus sp. SR22, exibiu ampla resisténcia ao
pH e a temperatura, com valores 6timos de atividade de
6,5 e 60 °C, respectivamente. Bc22Cel ainda demonstrou
propriedade halofilica consideravel, sendo capaz de
manter mais de 70% de sua atividade residual, mesmo
guando pré-incubada com NaCla 1,5 M por 1 h. A enzima
Bc22Cel foi indicada como uma potencial endoglucanase
para aplicacBes industriais, como a bioconversdao do
bagaco da cana-de-agUcar em seus derivados em produtos
de alto valor agregado (Dos Santos, De Veras e De Franca,
2018).

Como citado nos exemplos acima, as celulases
produzidas por microrganismos isolados de fontes
marinhas  apresentam  potencial de  aplicacdo
principalmente na sacarificacdo de materiais celuloliticos
e na geracdo de biocombustiveis, além de atuarem em
ampla faixa de pH e temperatura, 0 que as tornam bastante
interessantes.

3.3.4. Amilases

As enzimas amiloliticas atuam na catélise da hidrélise
do amido, um carboidrato constituido por cadeias de alfa-
D-glucose que podem ser lineares (amilose) ou
ramificadas (amilopectina), podendo ser a-, -, ou v-
amilases, de acordo com o tipo de ligacdo gque sdo capazes
de clivar. As a-amilases endo-especificas (EC 3.2.1.1)
hidrolisam as ligacBes a-1,4 internas nas cadeias de
amilose/amilopectina para produzir produtos como glicose
e maltose (Kandra, 2003) e as pululanases (EC 3.2.1.41)
atuam apenas em ligagdes o-1,6 das ramificagdes,
originando maltodextrinas de cadeia linear. As amilo-
glucosidases exo-especificas ou glucoamilases (EC
3.2.1.3) hidrolisam as cadeias amilose/amilopectina da
extremidade ndo redutora e liberam uma unidade de
glicose por vez (Sundarram e Murthy, 2014).
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Além dessas, existem diferentes tipos de exoamilases
como B-amilases (EC 3.2.1.2) e maltotetra-hidrolases (EC
3.2.1.60), que atacam as extremidades ndo redutoras pela
hidrolise de ligagbes a-1,4-glucana e liberam oligdmeros
de duas e quatro unidades de glicose, respectivamente
(Suriya et al., 2016). Em adicdo, a a-glucosidase (EC
3.2.1.20), uma exo-hidrolase, cliva unidades de glicose a
partir da extremidade ndo redutora de o-1,4 de
oligossacarideos e polissacarideos de fragmentos de amido
(Isaksen, Cowieson e Kragh, 2010).

A aplicacdo de amilases expandiu-se em muitos
campos, como na quimica clinica, medicinal e analitica,
bem como na sua tradicional aplica¢do na sacarificacdo de
amido e nas industrias téxtil, alimenticia, de fabricacdo de
cerveja e destilados, no tratamento de materiais
celulésicos, couro, detergentes e industria farmacéutica
(Souza e Magalh&es, 2010; Mehta e Satyanarayana, 2016).

Amilases sdo produzidas por vérias bactérias, fungos
e espécies geneticamente modificados de microrganismos.
Dentre as espécies bacterianas, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis e vérias outras
espécies desse género sdo amplamente utilizados para a
producdo comercial da enzima. As fontes flngicas de
amilase esto restritas a estirpes terrestres, principalmente
a espécies de Aspergillus e a poucas espécies de
Penicillium, sendo Penicillium brunneum uma delas
(Sundarram e Murthy, 2014; Gopinath et al., 2017).

Atividade sob baixas temperaturas, tolerancia ao sal,
pH e com termoestabilidade de amilases especificas de
diferentes espécies de bactérias, fungos e leveduras
marinhas sdo caracteristicas interessantes para inumeras
inddstrias. As principais fontes microbianas de origem
marinha para a producdo de a-amilases sdo variadas
espécies de Bacillus e de B-amilase sdo Pseudomonas sp.,
Bacillus cereus, Bacillus polymyxa, Bacillus megaterium,
Streptomyces sp. e Rhizopus japonicus (Suriyaet al., 2016;
Trincone, 2018).

Um exemplo de aplicacdo biotecnoldgica desta
enzima é para a producdo de pululano, um polissacarideo
composto de unidades de maltotriose produzida por
Aureobasidium pullulans. No estudo de Lu e
colaboradores (2010), uma a-amilase isolada da estirpe
marinha adaptada a frio Pseudoalteromonas arctica
GS230 foi produzida por expressdo heteréloga e aplicada
na hidrdlise do amido a partir de batata crua. Os produtos
da hidrélise foram usados para producéo de pululano por
uma estirpe marinha de Auerobasidium. Pela flexibilidade
de suas unidades interligadas de maltotriose, o pululano
possui propriedades interessantes na producdo de filmes
transparentes  finos, resisténcia ao Oleo e
impermeabilidade ao oxigénio, além de sua importante
utilizacdo nas indlstrias cosmética, farmacéutica e
alimenticia (Wu et al., 2016).

A amilase HP664 produzida pela bactéria marinha
Catenovolum sp. OX3, demonstrou-se ativa de 20 a 50 °C
e possui tolerAncia a élcalis e solventes orgénicos,
propriedades especialmente interessantes para producdo
de biocombustiveis a partir de amido. Apos sua expressao
heter6loga, a enzima recombinante foi aplicada na
producdo de bio-hidrogénio e obteve um rendimento 3,73
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vezes superior ao controle sem o tratamento com HP664,
através da fermentacdo por espécies de Clostridium (Wu,
Mao e Sun, 2017). Essas caracteristicas também foram
verificadas na amilase alcalofilica LaaA proveniente de
Luteimonas abyssi, uma bactéria isolada de sedimento de
ambientes profundos. Especialmente sob  baixas
temperaturas, LaaA pode manter mais de 38 % da
atividade maxima a 10 °C, o que significa que pode ser
usada de forma a economizar energia. A amilase foi capaz
de manter sua atividade sem calcio, além de se manter
altamente ativa mesmo em baixas temperaturas,
caracteristicas favoraveis na indastria de detergentes
(Song et al., 2016).

Uma nova a-amilase (AmyZ1) foi isolada da estirpe
Pontibacillus sp. ZY de mar profundo AmyZ1
recombinante mostrou alta atividade enzimatica nas faixas
de pH 6,0-7,5 e temperaturas de 25 a 50 °C, sendo a
atividade ideal a pH 7 e 35 °C. Semelhante a maioria das
a-amilases, a atividade de AmyZ1 foi aumentada (2,4
vezes) na presenca de 1,0 mM de Ca?*. Utilizando amido
de arroz cru como substrato, a atividade especifica de
AmyZ1 foi de 12.621 + 196 U/mg, muito maior do que
outras hidrolases com especificidade para amido cru ja
relatadas. Além disso, ao hidrolisar o amido de milho cru
usando a combinacdo de AmyZl e glucoamilase
comercial, a taxa de hidrdlise atingiu 75 % apés 4,5 h de
reacdo, notavelmente mais elevada do que a obtida nas
industrias de processamento de amido (Fang, Xue e Deng,
2019). Dessa forma, essa enzima pode ser uma boa
candidata a ser utilizada para realizar a hidrélise do amido
no meio industrial, com uma atividade especifica bem alta.

3.3.5. Carboxietilesterases

Duas classes principais de hidrolases sdo de extrema
importancia: esterases (EC 3.1.1.1, hidrolases de éster
carboxilico) e lipases (EC 3.1.1.3, hidrolases de
triacilglicerol) (Bornscheuer, 2002). As lipases sdo
principalmente ativas contra substratos insolUveis em
agua, como triglicerideos compostos por acidos graxos de
cadeia longa, enquanto as esterases hidrolisam
preferencialmente ésteres "simples” e geralmente apenas
triglicerideos compostos por &cidos graxos menores que
C6 (Ali, Verger e Abousalham, 2012).

3.3.6. Esterases

As esterases (EC 3.1.1.1) sdo amplamente
empregadas nas inddstrias téxtil, de alimentos e bebidas,
de laticinios, médica e farmacéutica, de cosméticos e
perfumes (Panda e Gowrishankar, 2005), compreendendo
um grupo diverso de hidrolases que catalisam a clivagem
e a formacao de ligacdes éster. Essas enzimas exibem alta
especificidade regional- e estereoespecificidade, o que as
tornam atraentes biocatalisadores na produgdo de
compostos opticamente puros na sintese quimica fina
(Lopes et al., 2011).

As esterases ja foram extensivamente isoladas de
plantas, animais e microrganismos. Dentre 0s
microrganismos marinhos produtores de esterase, chamam
a atencdo estirpes dos géneros Bacillus, Streptomyces,
Pseudonocardia, Thalassospira, Oleispira,
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Erythrobacter, Vibrio, Pseudomonas e
Pseudoalteromonas. A maior parte das esterases
bacterianas marinhas sdo halotolerantes e tolerantes em
diferentes solventes organicos, atuam em uma ampla faixa
de pH e manttm a tolerdncia em temperaturas
relativamente baixas (< 20 °C). Exemplos notérios de suas
aplicacbes englobam a sintese de  isbmeros
farmacologicamente ativos, degradacdo de poliésteres,
degradagdo de xenobidticos e imobilizacdo de
biocatalisadores em interfaces ndo-aquosas (Sayali e
Satpute, 2013; Barzkar et al., 2021).

As enzimas lipoliticas com caracteristicas fisico-
quimicas Unicas estdo ganhando mais destaque por sua
imensa importancia industrial. A partir da bactéria
marinha Psychrobacter pacificensis, uma nova esterase
recombinante, Estll, foi capaz de hidrolisar ésteres de
cadeia curta (C2 a C8) e exibiu uma atividade 6tima contra
0 éster de butirato (C4), sob temperaturas de 25 a 30 °C e
pH 7,5. Estll reteve mais de 70 % de sua atividade
original a 10 °C, sugerindo que era uma esterase “adaptada
ao frio”. A enzima foi altamente ativa e estavel sob alta
concentracdo de NaCl (5 M) e a incubacdo com etanol,
isopropanol, propanodiol, dimetilsulfoxido (DMSO),
acetonitrila e glicerol produziu efeitos positivos notaveis
na atividade da enzima. Essa nova enzima esterolitica com
propriedades como adaptabilidade a baixas temperaturas,
tolerancia ao sal e a solventes organicos é uma candidata
interessante para atender as necessidades de diversos
processos industriais severos (Wu et al., 2015a).

Outra esterase microbiana marinha de Pseudomonas
oryzihabitans HUPQ22 isolada de grandes profundidades
no Oceano Pacifico exibiu uma ampla tolerancia a maioria
dos solventes organicos, surfactantes e ions metélicos
testados. Essa esterase € um biocatalisador com excelente
potencial na sintese assimétrica nas industrias quimica e
farmacéutica e poderia ser um substituto aos métodos
tradicionais que causam polui¢do ambiental (Wang et al.,
2016). Sendo assim, além de conseguir atuar em condi¢des
adversas de solventes e outras substancias, a enzima
também contribuiria com a reducéo da poluigao.

Uma esterase recombinante, EstLiu, isolada a partir
de Zunongwangia profunda mostrou a maior atividade a
30 °C. Além disso essa enzima manteve mais de 90 % de
sua atividade na faixa de 20 a 40 °C, e exibiu
especificidade ampla a substratos com a maior atividade
hidrolitica contra butirato de p-nitrofenil (C4). A atividade
6tima da enzima foi em pH 8 e a 30 °C, com
termoestabilidade e inativagdo acelerada acima de 60 °C.
EstLiu apresentou uma atividade residual impressionante
de 75 % a 0 °C e reteve sua atividade original também
frente a 50 % (v/v) de etanol, isopropanol, DMSO e etileno
glicol, bem como na presenca de Tween 20, Tween 80 e
Triton X-100 (Rahman et al., 2016). Essa esterase
demonstra ser muito interessante, principalmente por
conta da sua atividade a 0 °C, possibilitando a sua
aplicacdo em reacOes sob baixas temperaturas.

3.3.7 Lipase
As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3)
tém sido utilizadas em uma ampla variedade de aplicacGes
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nas 4areas de farmacia, quimica fina, alimentos,
cosméticos, meio ambiente e energia (Robic et al., 2017).
Elas pertencem a classe das serina hidrolases e catalisam a
hidrélise de triacilglicerdis em glicerol, diacilglicerdis,
monoglicerdis e &cidos graxos livres. Além disso, as
lipases catalisam a hidrdlise e a transesterificacdo de
outros ésteres, bem como a sintese de ésteres e exibem
propriedades enantiosseletivas (Treichel et al., 2009).

Geralmente, a hidrdlise das ligacOes éster ocorre na
interface entre uma fase de substrato insolivel e a fase
agquosa em que as enzimas lipoliticas permanecem
dissolvidas. Na natureza, as lipases apresentam variages
guanto as suas especificidades de reacdo. Algumas tém
afinidade por acidos graxos de cadeia curta (C2, C4, C6,
C8 e C10), enquanto outras tém preferéncia por acidos
graxos insaturados (oleico, linoleico, linolénico, etc.), e
existem até mesmo aquelas que sdo inespecificas e
dividem aleatoriamente o0s 4acidos graxos dos
triacilglicerdis (Brahmachari et al., 2017).

Utilizando métodos de comparacdo baseados em
sequéncia, novas familias de enzimas lipoliticas foram
integradas ao sistema prévio de classificacdo, consistindo
atualmente em 35 familias e 11 subfamilias de lipases
verdadeiras (Hitch e Clavel, 2019). As lipases sdo
onipresentes, sendo produzidas por uma variedade de
organismos, incluindo animais, plantas e microrganismos.
Vérias lipases de bactérias marinhas ja foram descritas,
possuindo tolerancia a variadas concentragdes salinas, pH
levemente 4cido/alcalino e baixa temperatura. As
principais bactérias marinhas produtoras de lipases
pertencem aos géneros Bacillus e Pseudomonas (Treichel
et al., 2009; Sathishkumar et al., 2015; Javed, Azeem e
Hussain, 2018).

Enzimas psicrofilicas séo interessantes  por
apresentarem atividades sob baixas temperaturas (0 a
12 °C), caracteristicas interessantes por minimizarem 0s
requisitos de energia e por reduzir o risco de contaminagéo
microbiana. O uso de enzimas ativas sob temperaturas
baixas é quase obrigatério no processamento de carnes e
frutos do mar e particularmente atraente em formulacdes
para detergentes ativos a baixa temperatura (Sarmiento,
Peralta e Blamey, 2015).

A lipase recombinante de Colwellia psychrerythraea,
uma bactéria psicrofila, exibiu condi¢des ideais de
atividade sob pH 7 e a 25 °C, retendo mais de 80 % da
atividade entre 5 °C e 15 °C. Essas caracteristicas foram
consideradas promissoras para o tratamento de aguas
residuais com altas concentracfes de lipideos, pois a
temperatura da drenagem de aguas residuais €
relativamente baixa (Watanabe, Yamaoka e Fukunaga,
2002). A lipase produzida por uma estirpe de
Pseudomonas otitidis isolada de sedimento marinho
apresentou uma atividade especifica de 5647 U/mL com
azeite de oliva como substrato, e reteve a maior parte de
sua atividade em pH 5 a 9, em uma faixa de temperatura
entre 30 °C e 80 °C, e na presenca de solventes organicos
apolares (Navvabi et al., 2018).

Um total de 20 estirpes bacterianas marinhas foram
obtidas do Mar Mediterraneo e foram avaliadas quanto a
producdo de lipases. Todas as estirpes apresentaram
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capacidade lipolitica e a produtora mais promissora foi
identificada como Bacillus cereus. Os fatores mais
significativos que afetaram a produc¢éo da lipase foram as
concentracfes de FeSO., KCI e concentragdes de azeite e
6leos de sésamo, milho, palma, coco, e de semente de
algoddo. A imobilizacdo por adsorcdo em suporte
esponjoso aumentou a atividade da lipase em 2,8 vezes em
comparacdo com as células livres. Seguidamente a um
teste para o tratamento de aguas residuais oleosas com essa
lipase, as eficiéncias de remogao da demanda bioldgica de
oxigénio, solidos totais em suspensdo e éleo e graxa foram
de 87, 63, 90 e 94,7 %, respectivamente. Essa enzima
lipolitica de B. cereus também poderia ser empregada para
aplicacGes futuras no tratamento de esgoto (Hassan, Abd
El Latif e Ali, 2018).

Conforme apresentado nos exemplos acima, as
lipases de origem marinha s&o enzimas bem interessantes,
podendo utilizar diferentes substratos, até mesmo aqueles
encontrados no nosso dia a dia, como o azeite de oliva. Um
diferencial quando comparadas as lipases de origem nao
marinha é a atuacdo em uma ampla faixa de temperatura e
pH, com aplicacdes tanto industriais quanto ambientais.

3.3.8. Peptidases

As peptidases ocupam uma posi¢do central em
relacdo as suas aplicagbes em campos fisiologicos e
comerciais, em que mais de 60 % do mercado mundial de
enzimas € dedicado a producdo comercial dessas enzimas
(Sanchez e Demain, 2017). No geral, as peptidases séo
aplicadas nos setores industriais de alimentos, bebidas,
laticinios, alimentacdo animal, detergentes, inddstria de
couro, téxtil e farmacéutica (Badgujar e Mahajan, 2010).
Elas agrupam um grupo grande e complexo de enzimas
que catalisam a hidrolise de ligagOes peptidicas (Trincone,
2012). A IUBMB e o MEROPS, bancos de dados que
auxiliam na classificacdo de enzimas proteoliticas e seus
inibidores, recomendam exclusivamente a adocdo do
termo “peptidase” para denominar todas as proteases
(McDonald, Boyce e Tipton, 2009; Rawlings et al., 2018).

Assim, as peptidases sdo classificadas com base no
tipo de ligagdo que catalisam, nos mecanismos quimicos
de catalise e na estrutura molecular e por homologia de
sequéncia aminoacidica (Barrett e Rawlings, 2007). De
forma ampla, no que diz respeito as reacGes catalisadas, as
peptidases podem ser do tipo endopeptidases (EC 3.4.21-
99), quando clivam em regides internas do peptideo ou
exopeptidases (EC 3.4.11-19) (Sakamoto, Suzuki e lizuka,
2014). Os microrganismos contribuem com dois tercos da
producdo comercial de peptidases e representantes do
género Bacillus sdo os dominantes na producdo dessas
enzimas, principalmente utilizadas nas formulagGes de
detergentes para a remocdo de manchas de sangue de
tecidos, producdo de peptideos bioativos, processamento
de alimentos, reacBGes enantiosseletivas e depilacdo de
peles na industria téxtil (Contesini, Melo e Sato, 2018).

Alguns microrganismos marinhos como
Streptomyces  fungicidicus, espécies de Bacillus,
Pyrococcus furiosus e Thermococcus, sdo 0Ss mais
descritos como produtores de peptidases (Barzkar et al.,
2018). A peptidase do hipertermdfilo  marinho
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Staphylothermus marinus €é patenteada (Garabed
Antranikian e Michael Klingeberg; Thermostable protease
from Staphylothermus; W01991019791A1, 1991; PCT),
tendo um pH 6timo na faixa alcalina e temperatura ideal
de 95 °C. Mais especificamente, a presente invencgéo se
refere a uma protease termoestavel de Staphylothermus
marinus, um processo para a preparacdo dessas enzimas e
composicOes detergentes compreendendo essas enzimas.
Além disso, também ¢ relatado o uso de enzimas
proteoliticas partir de bactérias hipertermofilicas, como
Pyrococcus furiosus ou Thermococcus na formulagéo de
detergentes (Kelly et al., 1995; Trincone, 2012).

Uma peptidase marinha psicrofilica foi isolada de
Flavobacterium Y S-80 na costa oeste chinesa. A peptidase
purificada sob condicGes otimizadas de fermentacdo
apresentou caracteristicas que conferiam uma estrutura
total estavel e menos flexivel, resultando em maior
estabilidade térmica. Essa estabilidade a temperatura é
uma caracteristica essencial em processos industriais que
demandam de mais tempo para ocorrer, ndo ocorrendo
perda significativa da atividade enzimética ao longo do
tempo (Zhang, Sun e Li, 2011).

A estirpe marinha Pseudoalteromonas sp. 129-1 teve
sua peptidase alcalina extracelular purificada, a qual
manteve atividade e estabilidade consideraveis em uma
ampla faixa de temperatura (10 260 °C),epH (6all)ea
atividade 6tima foi detectada na temperatura de 50 °C e
pH 8. O inibidor da metaloprotease &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA, do inglés “ethylenediamine
tetraacetic acid”) ndo apresentou efeito inibitorio na
atividade da peptidase, mesmo em concentragGes de até 15
mM, enquanto o fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF, do
inglés, “phenylmethylsulfonyl fluoride”), um inibidor
comum de serina protease, inativou consideravelmente a
enzima (Wu et al., 2015b).

Foi observada alta estabilidade da protease na
presenca de surfactantes (SDS, Tween 80 e Triton X-100)
e agente oxidante (H.O,). Além disso, a peptidase foi
tolerante a maioria dos solventes organicos testados, o que
desperta interesse para possivel utilizacdo da enzima em
reacBes que necessitem da presenca desses solventes.
Curiosamente, o biofilme de P. aeruginosa PAOL foi
bastante reduzido na presenca de 0,01 mg/mL da peptidase
e quase completamente dissolvido na concentracdo de 1,0
mg/mL, indicando uma possivel aplicacdo dessa protease
no setor biomédico (Wu et al., 2015b).

Nesse ambito, as enzimas fibrinoliticas consistem em
um alvo interessante na area de biocatalisadores
terapéuticos. Uma peptidase fibrinolitica foi purificada a
partir da actinobactéria marinha Streptomyces rubiginosus
VITPSS1 isolada de sedimento da costa sudeste da india.
As condicdes ideais de cultivo para a producdo de
peptidase fibrinolitica foram com glicerol, farelo de soja,
pH 7,2, a 37°C e a quantidade maxima de proteina atingida
foi 194579 mg/mL. Apds os procedimentos de
otimizacdo, a producdo da enzima fibrinolitica foi
melhorada em torno de 13 %. Essa protease fibrinolitica
mostrou ser um agente trombolitico potencial com alta
eficiéncia de lise de codgulo (Verma et al., 2018).

42 de 15

CONSIDERAGCOES FINAIS

O presente trabalho de revisdo buscou abordar as
principais caracteristicas das enzimas microbianas
marinhas, mais especificamente da classe das hidrolases,
evidenciando sua relevancia para 0SS campos
biotecnoldgicos e industriais. Apesar de muitas
informacgdes serem conhecidas a respeito das enzimas das
demais fontes, aguelas provenientes do ambiente marinho
ndo sdo bem elucidadas, tendo em vista que esse
ecossistema é escassamente explorado quando comparado
com os demais. Justamente 0s oceanos, que cobrem uma
area tdo grande do mundo e apresentam caracteristicas
diversas e hostis, sdo uma excelente fonte de
microrganismos, capazes de produzir variados tipos de
moléculas com propriedades interessantes, destacando 0s
exemplos de hidrolases abordadas ao longo desta reviséo.

Essas hidrolases apresentam propriedades muito
relevantes no campo industrial, como tolerancia a sal e
solventes organicos e atividades em condigdes extremas de
pH e temperatura. Além disso, essas enzimas sdo
produzidas naturalmente pelos microrganismos, de
acordo com o ambiente no qual estdo inseridos, sendo
obtidas de fontes naturais, e podem ter sua producéo
controlada e ajustada de modo a favorecer suas diversas
caracteristicas vantajosas aqui relatadas.

Sendo assim, em virtude dos aspectos aqui
elucidados, a ampliagdo dos conhecimentos acerca do
potencial biotecnoldgico do ambiente marinho deve ser
estimulada, ja que esse pode abrigar possiveis produtores
de exoenzimas hidroliticas de interesse biotecnolégico,
com caracteristicas Unicas, biodegradaveis, e de possivel
producdo em larga escala. Portanto, explorar a atividade
das enzimas microbianas se torna uma excelente
alternativa para serem empregadas no contexto industrial.
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