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Resumo 

 

Esponjas marinhas (Filo Porifera) são representantes atuais dos primeiros 

animais multicelulares, sendo organismos sésseis e filtradores que ocupam uma 

ampla variedade de sistemas aquáticos. Também são reconhecidas por abrigarem 

uma importante comunidade de microrganismos associados, cujas cepas podem ser 

espécie-especificas e fundamentais em diversos processos fisiológicos dos seus 

hospedeiros, como a nutrição e defesa. Esses microrganismos podem estar também 

relacionados à sobrevivência de algumas espécies de esponja em ambientes com 

altos níveis de poluição, como no caso de Hymeniacidon heliophila. Sendo filtradoras, 

as esponjas tendem a acumular diversos poluentes, e a microbiota pode ter atuação 

na detoxificação destes compostos tóxicos. Assim, as cepas abrigadas pelas 

esponjas podem ser interessantes para processos de biorremediação de locais 

poluídos. Desta forma, esse trabalho teve como objetivo identificar bactérias 

simbiontes capazes de degradar Triclorofenol, um poluente emergente de elevada 

toxicidade e altamente persistente no meio ambiente. Neste processo foi isolada uma 

cepa identificada como Bacillus velezensis, que degradou com eficiência o poluente. 

A análise dos subprodutos mostrou que a degradação resultou na formação de 

butylphenol, um composto com potencial antibiótico. Ao investigar o metabolismo da 

bactéria encontramos interações como a reciclagem de nitrogênio e o metabolismo 

de enxofre, processos que trazem benefícios a esponja. Embora não tenha sido 

possível localizar a cepa nos tecidos do hospedeiro, a mesma foi encontrada em 

esponjas coletadas em três localidades distantes. Isso indica uma relação de 

simbiose e um possível papel deste microrganismo na sobrevivência da esponja em 

ambientes com altos níveis de poluição.  

 

Palavras-chave: Hymeniacidon heliophila; Triclorofenol; Bactérias associadas; 

Simbiose; Metabólitos secundários. 



 14 

Abstract 

 

Marine sponges (Phylum Porifera) are representatives of the first multicellular 

animals, being sessile, filter-feeding organisms that occupy a wide variety of aquatic 

habitats. They are also recognized for harboring an important community of associated 

microorganisms, whose strains may be species-specific and fundamental to many 

physiological processes in their hosts, such as nutrition and defense. These 

microorganisms may also be related to the survival of some sponge species in locals 

with high levels of pollution, as in the case of Hymeniacidon heliophila. As filter-

feeders, sponges tend to accumulate various pollutants, and this microbiota may be 

involved in the detoxification of these toxic compounds. As such, the strains harbored 

by sponges can be interesting for bioremediation processes of polluted sites. Thus, 

the objective of this work was to identify symbiont bacteria capable of degrading 

Trichlorophenol, an emerging pollutant of high toxicity and highly persistent in the 

environment. In this process, a strain which degraded the pollutant efficiently was 

isolated and identified as Bacillus velezensis. Analysis of the by-products showed that 

the degradation resulted in the formation of butylphenol, a compound with antibiotic 

potential. When investigating the metabolism of the bacteria we found interactions with 

nitrogen recycling and sulfur metabolism, processes that bring benefits to the sponge. 

Although it was not possible to localize the strain in the host tissues, the same was 

found in sponges collected from three distant locations. This indicates a symbiotic 

relationship and a possible role of this microorganism in the survival of the sponge in 

environments with high levels of pollution. 

 

Keywords: Hymeniacidon heliophila; Trichlorophenol; Associated bacteria; Symbiosis; 

Secondary metabolites. 
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1.0   Introdução 

1.1. Esponjas marinhas 

Esponjas (Filo Porifera) são os animais multicelulares mais antigos que existem, 

com origens que datam mais de 800 milhões de anos atrás (Müller, 1998). Com mais 

de 9.300 espécies descritas, as esponjas são agrupadas em quatro classes principais: 

Calcarea (8% das espécies), Demospongiae (83%), Hexactinellida (7%) e 

Homoscleromorpha (1%) (Van Soest et al., 2018). Esses organismos são sésseis e 

filtradores e ocupam uma ampla variedade de sistemas aquáticos, além de 

influenciarem nos processos bênticos e pelágicos removendo grandes quantidades 

de material da coluna de água (Hooper e van Soest, 2002; Pile e Young, 2006). Dentre 

os diversos papéis que desempenham na comunidade bentônica temos os de 

servirem como substrato para colonização, abrigo e alimento para vários grupos de 

organismos, dessa forma colaborando com isso significativamente com a manutenção 

da biodiversidade (Wulff, 2001).  

As esponjas são estruturalmente simples, com uma monocamada epitelial exterior 

(pinacoderme) envolvendo o mesohilo, que é uma região formada por células 

especializadas imersas numa matriz extracelular de colágeno e percorrida por uma 

vasta rede de canais e câmaras (Figura 1). Nestas câmaras, a água é bombeada e 

filtrada continuamente por células flageladas (coanócitos), que filtram e fagocitam 

partículas orgânicas e as transferem ao mesohilo (Simpson, 1984). Avaliando o 

processo de filtragem e absorção de matéria orgânica de três Demospongiae 

tropicais, Mycale sp., Aplysina gigantea (citada como Verongia) e Tethya crypta, foi 

detectado que estes organismos captam cerca de 80% da matéria orgânica 

particulada filtrável (Reiswig, 1971). Esta é uma das principais fontes alimentares e 

consiste majoritariamente de diferentes espécies de bactérias, que são retidas pelas 

esponjas de forma eficiente, em uma taxa média de 96,1% por número de células 

(Reiswig, 1971). As partículas orgânicas filtradas são digeridas intracelularmente por 

enzimas lisossômicas como fosfatase ácida, alfa-glicosidase, beta-hexosaminidase e 

catepsina D (Hahn-Keser e Stockem 1998). Outros processos fisiológicos básicos 

como trocas gasosas, excreção e reprodução, também são baseados neste sistema 

aquífero.  
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Figura 1 – a) Visão interna do sistema aquífero de uma demospongia típica. b) Ampliação de 

uma região com câmara coanocitária. A água do mar entra através das pequenas aberturas 

inalantes (ostios ou poros) na pinacoderme e percorre todo o corpo da esponja devido ao fluxo 

criado pelos movimentos flagelares dos coanócitos. (imagem de Hentschel et al., 2012) 

 

As esponjas também são conhecidas como o organismo mais prolífico, dentre 

toda a diversidade biológica, por fornecerem moléculas bioativas ou com estruturas 

incomuns (Carroll et al., 2021 e demais revisões desta série). Milhares de produtos 

naturais foram isolados de esponjas e, embora relativamente poucos desses 

compostos tenham sido estudados por suas funções ecológicas, alguns são 

conhecidos por servirem como defesas químicas contra predadores, microrganismos, 

organismos incrustantes e outros competidores (Paul et al., 2019). Dentre esses 

compostos estão presentes enzimas como ATP N-glicosidase, descoberta em 

Axinella polypoides, que converte adenosina-5'-tri-fosfato (ATP) em adenina e ribose-

5-trifosfato (Reintamm et al., 2003); o ácido clatrico, um terpenóide bicíclico, que foi 

isolado de Clathria compressa e que apresentou atividade antibacteriana contra 

cepas de Staphylococcus aureus resistentes à meticilina e à vancomicina (Gupta et 

al., 2012). Alguns desses compostos encontrados em produção nas esponjas se 

mostraram uma fonte de novas moléculas para processos de interesse industrial (e.g. 

Schröder et al., 2007; Inbakandan et al., 2010). No entanto, o fornecimento de 

biomassa de esponjas para aplicações industriais é extremamente limitado pela baixa 

quantidade de estoques naturais e pelo fato de o cultivo em massa de muitas espécies 
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de esponjas de interesse não estarem disponíveis (Hausmann et al., 2006). Contudo, 

os extratos obtidos de esponjas marinhas em geral consistem em uma coleção de 

metabólitos secundários que são sintetizados pelas esponjas e por seus simbiontes 

(He et al., 2020; Cheng et al., 2020). Tendo em vista que microrganismos podem 

apresentar facilidades no cultivo em quantidades maiores, estudos recentes têm 

explorado as simbioses presentes nas esponjas com o intuito de conhecer melhor as 

funções da microbiota associada e sua possível aplicação na biotecnologia. 

1.2. Microbiota associada a esponjas e seu papel 

Os invertebrados bentônicos compreendem uma grande proporção da biomassa 

dos recifes e costões rochosos, e desempenham um papel central no acoplamento 

de nutrientes bentônico-pelágicos como mencionado anteriormente sobre as 

esponjas (Caliman et al., 2012; Zhang et al., 2019). A limitação de alguns nutrientes 

pode ter favorecido o surgimento de simbioses que acompanham esses invertebrados 

em escala de tempo evolutiva (Zhang et al., 2019). Sendo assim, o sucesso evolutivo 

e ecológico obtido pelos poríferos pode estar em parte relacionado à íntima 

associação com seus microrganismos simbiontes, de acordo com a teoria do 

hologenoma que considera o hospedeiro e sua microbiota como uma única unidade 

evolutiva (Zilber-Rosenberg e Rosenberg, 2008). Para manter essas associações as 

esponjas inicialmente devem ter se tornado capazes de diferenciar as bactérias 

alimentares dos seus próprios simbiontes, como observado na espécie Aplysina 

aerophoba (Wehrl et al., 2007). Ao mesmo tempo, os microrganismos também devem 

ter evoluído mecanismos para que sejam reconhecidos como simbiontes em vez de 

alimento (Nguyen et al., 2014), ou ainda para evitar que o hospedeiro os detecte 

(Burgsdorf et al., 2015). Todas essas estratégias evolutivas têm como resultado 

preservar associações que podem fornecer benefícios mútuos. Dentre os diversos 

benefícios que o holobionte pode obter estão a ciclagem do nitrogênio (Hoffmann et 

al., 2009; Schläppy et al., 2010; Maldonado et al., 2012) e a produção de metabólitos 

secundários bioativos (Taylor et al., 2007).  

Nas esponjas estes simbiontes consistem em uma grande diversidade de 

grupos, com bactérias heterotróficas, anaeróbios facultativos, arqueias, vírus 

dinoflagelados, cianobactérias, leveduras, fungos e diversos outros microeucariotos 

(Webster e Hill, 2001; Schippers et al., 2012, Nascimento-Silva et al., 2022). Destes 
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grupos, o principal em termos quantitativos e de pesquisa são as bactérias, cujas 

interações simbióticas são muito específicas (Varijakzhan et al., 2021). A importância 

dessas relações pode ser ilustrada pelo fato destes microrganismos associados 

poderem representar até cerca de 40% do volume de algumas esponjas (Vacelet, 

1975; Taylor et al., 2007; Webster et al., 2012, Paul et al., 2019). No entanto, outros 

grupos de esponjas apresentam quantidades bem menores de bactérias, e essa 

característica aparenta ter um caráter sistemático (Hentschel et al., 2006). Este fato 

levou à proposta de uma classificação distintiva: Low Microbial Abundance (LMA), 

para as esponjas cujo microbioma tem densidade próxima ao encontrado na água do 

mar circundante; e High Microbial Abundance (HMA) - anteriormente chamadas de 

bacteriosponges - que possuem densidades de duas a quatro ordens de magnitude 

maiores do que o observado em esponjas LMA (Hentschel et al., 2006; Azam e 

Malfatti, 2007; Thomas et al., 2016; Moitinho-Silva et al., 2017). 

Uma porção significativa destas cepas simbiontes é distinta daquelas 

encontradas na água do mar ou no sedimento, e se mantém estável ao longo do 

tempo e de grandes distâncias geográficas (Hentschel et al., 2002; Hentschel et al., 

2006). Exibem também um alto grau de especificidade em relação aos hospedeiros 

(Hentschel et al., 2002; Taylor et al., 2004; Webster et al., 2010), podendo haver 

diferenças mesmo entre espécies de esponjas taxonomicamente próximas (Montalvo 

et al., 2011). Investigações sobre esta especificidade exploraram a existência de uma 

cepa com similaridade de apenas 75% na sequência do gene 16S rRNA com filos 

bacterianos conhecidos (Fieseler et al., 2004). Com base nos dados foi sugerido a 

implementação de um novo filo candidato, denominado “Poribacteria”, para 

reconhecer a afiliação da nova bactéria com as esponjas (Fieseler et al., 2004). Além 

disso, é sabido que várias das cepas específicas possuem uma longa relação 

ancestral com seus hospedeiros (Taylor et al., 2007), desempenhando papéis na 

aquisição de nutrientes, produção de defesa química e atividade anti-incrustante 

(Hentschel et al., 2006; Taylor et al., 2007).  

As interações químicas e os processos de sinalização celular entre as células 

das esponjas e os microrganismos tornaram-se muito complexos ao longo desta 

relação evolutiva. Isto contribuiu para um metabolismo secundário rico e diversificado 

em esponjas, que contém vários compostos ativos e materiais de interesse 

biotecnológico (Ehrlich et al., 2010). Observando mais detalhadamente as 

comunidades bacterianas é possível identificar que estas possibilitam aos 
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hospedeiros uma expansão de seu repertório nutricional, fornecendo acesso a fontes 

inorgânicas e nutrientes dissolvidos (Paul et al., 2019). Além de atuar na digestão e 

nutrição das suas hospedeiras, a vasta microbiota encontrada nas esponjas também 

apresenta envolvimento nos processos de proteção com a produção de compostos 

deterrentes à predação (Garate et al., 2015), ou pela metabolização de substâncias 

tóxicas diversas, como poluentes (Perez et al., 2002) e metais (Rozas et al., 2017; 

Rozas et al., 2019).  

Dada a sua importância e o longo tempo de relações evolutivas, as populações 

simbiontes são mantidas nas esponjas sob um controle quantitativo e qualitativo 

bastante estrito (Hentschel et al., 2006). A maioria dos microrganismos associados a 

esponjas habitam o mesohilo, a matriz extracelular que é ocupada por células 

especializadas e que constitui a maior parte do corpo das esponjas (Figura 2). Outros 

microrganismos podem ainda ser encontrados no interior de células específicas, os 

bacteriócitos, onde estão dispostos em cápsulas ou mesmo no citoplasma destas 

células (Vacelet e Donadey, 1977). Os bacteriócitos já foram observados em diversas 

esponjas marinhas, mas a identidade e função dos simbiontes bacterianos que nelas 

residem foram raramente determinadas (Vacelet e Donadey, 1977; Maldonado, 

2007).  
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Figura 2 - Diagrama de uma Demospongiae. No mesohilo, existem microrganismos simbiontes 
de vida livre (sm), bem como bacteriócitos (ba) que hospedam estes microrganismos. Estas 

células hospedam microrganismos simbióticos (sm) no ambiente intracelular (ie), em uma 

vesícula. Outro tipo é o bacteriócito de bolso, derivado de uma célula epitelial que atrai 

microrganismos de vida livre (am) do ambiente para a superfície da esponja. Em seguida, a célula 

deixa o epitélio para entrar no mesohilo (setas vermelhas), dobrando-se para formar uma 

cavidade extracelular na qual os microrganismos são mantidos (ee). (legenda - am: 

microrganismo do ambiente, ar: arqueócito, ba: bacteriócito, be: embriões incubados, cc: 
câmaras coanocitárias, cf: fibrilas de colágeno, co: colêncitos, dv: vesículas digestivas, eac: 

canais aquíferos exalantes, ee: ambiente extracelular, fp: partículas nutrientes, iac: canais 

aquíferos inalantes, ie: ambiente intracelular, oo: oócitos, os: ósculo, pb: bacteriócito de bolso, 

po: poros, sc: esferulócito, scl: esclerócitos, sm: microrganismo simbionte, sp: espículas, xp: 

exopinacócitos (ilustração retirada de Carrier et al., 2022). 
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Os estudos sobre as esponjas carnívoras têm demonstrado o papel importante 

que estes bacteriócitos desempenham para estes animais. Na espécie carnívora 

Lycopodina hypogea (Vacelet e Duport, 2004, citada como Asbestopluma), por 

exemplo, foi observada a associação com uma bactéria endocítica que é mantida no 

interior de bacteriócitos (Figura 3). Esta cepa produz enzimas que são liberadas pelo 

bacteriócito no meio extracelular e participam da pré-digestão das presas capturadas 

(Vacelet e Duport, 2004). Essa digestão degrada a presa em fragmentos menores, 

que são então fagocitados em poucas horas pelos próprios bacteriócitos ou por 

arqueócitos diferenciados em células digestivas (Godefroy et al., 2019). Como as 

comunidades bacterianas associadas às esponjas carnívoras não são muito 

diferentes das esponjas filtradoras (Godefroy et al., 2019), os bacteriócitos devem 

apresentar funções similares ou podem estar envolvidos em outros processos 

relacionados nas esponjas filtradoras. 

 

 

Figura 3 – Bacteriócito (bc) de Lycopodina hypogea em microscopia eletrônica de 

transmissão. A célula apresenta várias vesículas que podem conter as bactérias simbiontes 

(ib), um núcleo (n) e na parte superior está ocorrendo a fagocitose (psdp) de um fragmento 

de tecido pré-digerido (ivb) (Godefroy et al., 2019). 
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1.3. Potencial biotecnológico dessas associações 

Os ciclos eficientes de nutrientes mediados por microrganismos simbióticos 

com seus hospedeiros são vitais para apoiar a alta produtividade de diversos 

ecossistemas, como por exemplo recifes de corais (Zhang et al., 2019). Parte 

significativa desses ciclos pode ser feita pelas esponjas marinhas, importantes 

organismos formadores de habitat e boas competidoras na comunidade bentônica, e 

que abrigam simbiontes microbianos abundantes (Zhang et al., 2019). A importância 

ecológica e evolutiva dessas associações entre esponja e microrganismo pode ser 

ilustrada pela sua capacidade de produzir vários compostos bioativos, que podem ser 

de alto interesse para a indústria de biotecnologia (Perdicaris et al., 2013). No entanto, 

apesar da microbiota ter começado a ser extensivamente estudada neste sentido, 

ainda existem muitas limitações e restrições à sua utilização direta, que envolvem 

fatores como a falta de conhecimento sobre variações espaciais, temporais e/ou das 

suas interações com os hospedeiros. É surpreendente o quão pouco se sabe sobre 

muitos dos aspectos fundamentais da biologia dos simbiontes de esponjas, 

particularmente nas áreas relacionadas ao metabolismo e a evolução dessas relações 

(Taylor et al., 2007). 

Contudo, o fato de mais de 8.000 moléculas complexas terem sido isoladas de 

esponjas marinhas, sugere que a biossíntese de metabólitos de esponjas derivada de 

microbiomas é um fenômeno generalizado e amplamente inexplorado (Carroll et al., 

2021). Em oposição aos primeiros estudos, nos quais extratos totais das esponjas 

eram utilizados, este potencial tem estimulado cada vez mais a busca de 

componentes particulares das esponjas; novos metabólitos ou processos voltados 

para funções específicas. Semelhanças estruturais foram detectadas entre vários 

compostos ativos obtidos de esponjas marinhas e de microrganismos terrestres, o 

que indica que as bactérias associadas a esponjas podem ser as principais fontes de 

alguns dessas moléculas (Wang, 2006; Taylor et al., 2007; Laport et al., 2009; Thomas 

et al., 2010). Isso pode ser exemplificado pela ampla gama de componentes com 

atividades antibióticas isolados a partir de microrganismos associados a esponjas, 

que têm se tornado uma fonte importante para novas moléculas (Santos-Gandelman 

et al., 2014; Graça et al., 2015; Hoppers et al., 2015). Diversos destes têm atividades 

contra patógenos resistentes a tratamento e doenças negligenciadas e já foram 

caracterizados molecularmente, como o pirrolo[1,2-a] pirazina-1,4-diona, hexahidro 
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(Kiran et al., 2018), o naftaceno glicosídeo (Reimer et al., 2015), a kocurina (Palomo 

et al., 2013) e a saadamicina (El-Gendy et al., 2010). Na recente pandemia causada 

pelo vírus SARS CoVid-2, esponjas e seus microrganismos foram uma das fontes 

pesquisadas na busca de compostos antivirais. Isto também resultou na descoberta 

de novas moléculas, como é o caso de um terpenóide da esponja marinha 

Cacospongia mycofijiensis, que mostrou uma atividade inibitória duas vezes maior 

que os compostos baseados em peptídeos conhecidos (Sepay et al., 2021). 

A síntese desses compostos bioativos de interesse realizada por simbiontes 

de esponja vem sendo relatada em diferentes áreas geográficas, como Galway, na 

costa oeste da Irlanda, Mar da China, Mediterrâneo, Caribe e Okinawa (Kennedy et 

al., 2009; Blunt et al., 2012; Bibi et al., 2017). Estas áreas têm vários grupos de 

pesquisa atuantes e historicamente um bom nível de conhecimento da fauna de 

esponjas local. Em contraste, as espécies da costa do Brasil ainda são muito pouco 

estudadas em relação às possibilidades biotecnológicas do filo, portanto possuem um 

bom potencial a ser explorado.  

1.4. Efeitos da poluição marinha nas esponjas e aplicações biotecnológicas  

Além da obtenção de metabólitos de interesse farmacológico, as esponjas e 

sua microbiota podem ter muitas outras aplicações como no estudo de impactos 

antrópicos. Resíduos gerados por atividades urbanas, industriais e agrícolas acabam 

alcançando rios, lagos e eventualmente o ambiente marinho (Syafrudin et al., 2021). 

Isto expõe áreas estuarinas e costeiras à contaminação por produtos químicos, 

substâncias orgânicas ou metais (Mahaut et al., 2013), que se acumulam em quase 

todos os organismos marinhos (Abdel-monem et al., 2013; Baquiran et al., 2020). Por 

serem sésseis, se alimentarem por filtração, terem uma alta sensibilidade às 

mudanças ambientais e serem abundantes em ecossistemas bentônicos, as esponjas 

foram propostas como bioindicadores para poluição (Mahaut et al., 2013; Batista et 

al., 2014). Além disso, são capazes de reter particulado em escalas nanométricas, e 

já foram utilizadas para a detecção de contaminação por microplásticos (Celis-

Hernández et al., 2021), um resíduo para o qual a atenção dos pesquisadores tem se 

voltado nos anos recentes. No entanto, são capazes também de acumular compostos 

dissolvidos. Já foi relatado altas concentrações de poluentes nos tecidos destes 

animais, incluindo organoclorados (Perez et al., 2003), radionuclídeos (Patel et al., 
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1985), e hidrocarbonetos (Zahn et al., 1981). Estes organismos demonstram também 

ser uma excelente ferramenta para o monitoramento da poluição por metais pesados 

em ambientes costeiros (Carballo et al., 1996; Cebrian et al., 2003, 2006; 

Venkateswara Rao et al., 2009). Um exemplo ilustrativo desta capacidade é a espécie 

Haliclona tenuiramosa, na qual foi observado que indivíduos que vivem em áreas 

impactadas por ação antropogênica acumulam metais pesados (As, Cd, Co, Cu, Fe, 

Mn e Ni) em concentrações variando de 2 a 17 vezes maior do que as detectadas na 

água do ambiente (Venkateswara Rao et al., 2009). Essa exposição a metais pesados 

pode trazer danos como a necrose tecidual em diversas espécies de esponjas, mas 

em outras mais resistentes é refletida em alterações na abundância da microbiota, 

indicando a participação dos microrganismos associados na sobrevivência dos 

animais (Webster et al., 2001; Selvin et al., 2009). Embora a mudança na composição 

da microbiota associada influencie na interação simbiótica (Toby Kiers et al., 2010) 

ainda é vago o conhecimento sobre o quanto essa microbiota simbionte pode ser 

afetada, se pode haver uma adaptação da microbiota ou mesmo a troca por 

simbiontes mais resistentes. 

Esta capacidade das esponjas e das suas microbiotas de resistirem a 

poluentes pode fornecer uma ferramenta adicional para a resolução destes 

problemas. É sabido que estes animais têm a capacidade não só de acumular metais 

pesados e outras moléculas perigosas, mas também realizam a degradação de 

diversas substâncias tóxicas, incluindo hidrocarbonetos e pesticidas (Guo e Wen, 

2021; Marzuki et al., 2021; Marzuki et al., 2022). Este processo, a biorremediação, 

tem sido uma tendência mundial, principalmente para metais pesados e poluentes 

persistentes (Dash et al., 2013).  Basicamente, visa a busca de cepas, ou consórcios 

de microrganismos que tenham a capacidade metabólica de degradar elementos 

tóxicos em compostos orgânicos simples. Para chegar a este fim, diferentes 

abordagens podem ser utilizadas. Uma delas é testar culturas já estabelecidas frente 

às novas substâncias a serem degradadas (e.g. Govarthanan et al., 2017; Nedoroda 

et al., 2021). No entanto, linhagens isoladas nem sempre têm a mesma riqueza 

encontrada no ambiente natural, dado às dificuldades de estabelecer culturas viáveis, 

em particular daquelas cepas que têm interações com hospedeiros (Lavy et al., 2014). 

Outra estratégia é buscar no ambiente dos locais impactados, já que organismos que 

se adaptaram em locais poluídos devem possuir as vias que permitem a sua 

sobrevivência (e.g. Perpétuo et al., 2020; Shariati et al., 2022). Neste caso, os 
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problemas podem ser relativos à complexidade da mistura poluente que afeta o local 

e das relações entre a microbiota nativa, que nem sempre podem ser repetidas (Bala 

et al., 2022). Outra abordagem que pode ser empregada, e que pode ser 

especialmente promissora no caso de microrganismos simbiontes como no caso das 

esponjas, é pré-selecionar as cepas que seriam mais resistentes ou viáveis. Isto é 

feito pela exposição de um microbioma a altos níveis da substância a ser 

metabolizada, ou fornecer este componente como única fonte de carbono. No caso 

de organismos simbiontes de esponja, esta última abordagem tem dado alguns bons 

resultados, com várias cepas capazes de metabolizar cobre metálico sendo isoladas 

a partir da esponja marinha Hymeniacidon heliophila (Rozas et al., 2017; Rozas et al., 

2019). 

1.5. A esponja Hymeniacidon heliophila 

A Classe Demospongiae reúne 85% de todas as espécies de esponjas 

existentes (Hooper e Van Soest, 2002). A demospongia Hymeniacidon heliophila 

(Wilson, 1911) (Figura 4), é uma esponja marinha encontrada em praticamente toda 

a costa ocidental do oceano Atlântico (Ginn et al., 1998; Lerner et al., 2005). 

Comumente chamada de esponja do sol, é abundante em ecossistemas costeiros 

desde o Golfo do Maine nos Estados Unidos até Santa Catarina no Brasil (Turque et 

al., 2008). Sua presença é comum em vários habitats ao longo do litoral dos estados 

do Rio de Janeiro e de São Paulo, incluindo alguns altamente poluídos como a Baía 

de Guanabara, em que grandes quantidades de esgoto não tratado são despejadas 

desde a década de 1950 (Breves-Ramos et al., 2005; Borges et al., 2009). Esta 

esponja pode ser encontrada na zona subtidal, em profundidades de 1 a 20 m, mas 

também é capaz de viver na zona intertidal, sendo exposta ao ar duas vezes ao dia 

na maré baixa. Parte dessa resistência provavelmente se deve a produção de 

compostos antioxidantes como o l-5-hidroxitriptofano, que previnem o dano celular 

oxidativo, uma adaptação que permite a sua sobrevivência mesmo sob alta exposição 

à radiação UV na zona intertidal (Lysek et al., 2003). 
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Figura 4 – Fragmento da esponja Hymeniacidon heliophila mantido no aquário após ser 
coletado no Araçá, São Sebastião - SP. 

 

A cor desta esponja é amarela, podendo ser mais alaranjada, e a forma varia 

de incrustante a maciça, mas com apenas 2-3 cm de espessura no máximo. A 

superfície apresenta várias papilas cônicas com um ósculo na extremidade e é 

comum estar recoberta de detritos variados, com apenas as papilas expostas. A 

consistência é bem macia e o esqueleto é composto por estruturas em feixes 

ascendentes multiespiculares agrupados por espongina com uma arquitetura confusa 

no interior, tendendo a reticulado mais perto da superfície (Muricy e Hajdu, 2006). O 

sistema aquífero é composto por canais abundantes sem uma organização muito 

visível, que perfundem toda a esponja, com várias câmaras coanocitárias distribuídas 

no coanossoma (Hooper e Van Soest, 2002).  

Esta espécie hospeda uma gama extremamente diversificada de bactérias e 

arqueias. A estrutura e a composição de suas comunidades de microrganismos 

diferem significativamente das encontradas na água do mar, consistente com estudos 
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anteriores relatando que as comunidades bacterianas específicas das esponjas são 

distintas daquelas de vida livre no ambiente (Hentschel et al., 2002; Webster et al., 

2010; Reveillaud et al., 2014). Em H. heliophila, a comunidade associada também é 

distinta daqueles microrganismos altamente diversificados encontrados nos 

sedimentos, apesar de sua estreita associação com depósitos em habitats que em 

geral sofrem grande influência de riachos e marés (Weigel e Erwin, 2016). 

Estudos anteriores mostram que a sua microbiota é dominada pelo filo 

Proteobacteria, especificamente, a classe Alphaproteobacteria (Erwin et al., 2011). 

Além disso, foi descoberta uma rara comunidade bacteriana composta de táxons 

únicos em hospedeiros intertidais e subtidais, e que esses grupos não estavam 

presentes na água do mar ou nas comunidades sedimentares (Weigel e Erwin, 2016). 

A esponja é também classificada como LMA, portando com baixa abundância de 

microrganismos, com base em observações em imagens de microscopia eletrônica 

de transmissão e na composição de espécies de seus microrganismos (Turque et al., 

2008; Erwin et al., 2011). No entanto, essa microbiota relativamente reduzida é 

particularmente enriquecida em Cyanobacteria e Proteobacteria em comparação com 

outras espécies de esponja (Thomas et al., 2016; Moitinho-Silva et al., 2017). Estas 

características, junto com seu hábito intertidal e ocupação de ambientes poluídos, 

indicam que a esponja pode abrigar cepas particulares e potencialmente 

interessantes para serem utilizadas na pesquisa aplicada. 

Sendo assim, este estudo tem como foco investigar a microbiota da esponja 

H. heliophila. Essa esponja é encontrada em regiões com poluição acentuada 

tornando-a um modelo interessante para a busca por bactérias simbiontes que 

apresentem alguma característica de degradação de poluentes que a auxilie a 

sobreviver nesses ambientes hostis. Para alcançar esse objetivo foi selecionado um 

composto organoclorado da família dos clorofenóis, o 2,4,6-Triclorofenol (TCP). O 

TCP apresenta elevada toxicidade e propriedades carcinogênicas, sendo altamente 

persistente no meio ambiente (Huff, 2012). Por isso encontra-se listado como um 

poluente prioritário a ser monitorado nas águas pela Agência de Proteção Ambiental 

dos Estados Unidos (ATSDR, 2017) e pela Comissão Européia (Díaz-Díaz et al., 

2009; Ramos-Ramírez, 2015). No Brasil a Resolução CONAMA Nº 357 de 18 de 

março de 2005 estabelece condições e padrões de lançamento de efluentes, incluindo 

o TCP, e a 45 Portaria nº 2.914 de 12 de dezembro de 2011 do Ministério da Saúde 

determina padrões de potabilidade para substâncias químicas que representam risco 
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à saúde, sendo 0,20 mg.L-1 o limite máximo permitido para o TCP em água de 

consumo humano (CONAMA, 2005; Ministério da Saúde, 2011). Esse composto pode 

ser produzido para fins industriais, ou ser formado indiretamente através da 

desinfecção por cloração da água potável (Tai e Jiang, 2005). Durante o tratamento 

de água, a combinação da matéria orgânica presente no meio aquoso com o cloro, 

gera subprodutos indesejáveis (Pianowski e Janissek, 2003; Gopal et al., 2007) como 

o TCP. Essas moléculas apresentam grande resistência a tratamentos físico-químicos 

e biológicos, necessitando-se, assim, de alternativas que possam degradar, 

proporcionando a geração de produtos menos tóxicos ou preferencialmente 

mineralizar, esses poluentes (Benitez et al., 2001; Araújo et al., 2016). 

 

 

Figura 5 – Esquema em 2D de uma molécula de triclorofenol (TCP), poluente emergente com 

potencial de risco a saúde humana (imagem: Sigma-Aldrich). 
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2.0   Objetivos 

Explorar associações entre a esponja Hymeniacidon heliophila e bactérias que 

contribuem para sua sobrevivência em ambientes poluídos, usando a exposição ao 

2,4,6-Triclorofenol (TCP) como modelo. Para investigar essas associações foram 

selecionados os seguintes aspectos: 

 

● Isolar das esponjas cepas bacterianas resistentes ao TCP; 

● Definir se as cepas são capazes de degradar o TCP; 

● Caracterizar e identificar as cepas selecionadas nas células ou tecidos das 

esponjas; 

● Investigar a presença de cepas iguais ou similares em diferentes localidades. 
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3.0   Material e Métodos 

3.1. Escolha da espécie e coleta  

A espécie Hymeniacidon heliophila (Halichondrida: Demospongiae) foi 

selecionada por ser comum em locais poluídos, onde outras esponjas não 

sobrevivem. Além disso, esta espécie apresenta bacteriócitos (Custódio et al., 2004), 

se mantém relativamente bem em aquários de circuito fechado, sem recirculação de 

água do mar, e foi objeto de trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisas (e.g. 

Custódio et al., 2004; Rozas et al., 2011; Rozas et al., 2017). Foram realizadas coletas 

em três localidades diferentes: Praia do Itararé (São Vicente, SP, -23º97’76,46” S, -

46º36’90,79” O); Mangue do Araçá, no Canal de São Sebastião (São Sebastião, SP, 

-23º81’70,50” S, -45º40’70,18” O) e na Mureta da Urca, no interior da Baía de 

Guanabara (Rio de Janeiro, RJ, -22º94’33,67” S, -43º16’00,87” O). Os indivíduos 

foram coletados quando expostos ao ar durante a maré baixa (-0,1 a 0,2) em vários 

períodos: abril e agosto de 2018, janeiro e novembro de 2019, março e outubro de 

2020, fevereiro e março de 2022 (São Sebastião), outubro de 2018, dezembro de 

2019, novembro de 2021 (São Vicente), março de 2019 (Rio de Janeiro). Após a 

coleta, os animais foram transportados em caixas térmicas resfriadas a 18°C até o 

Laboratório de Biologia Celular de Invertebrados Marinhos (LABCEL) ou Laboratório 

de Biologia de Porifera (LaBiPor), no caso das esponjas coletadas na Urca. No 

laboratório, os indivíduos permaneceram em um aquário por um período de 24h para 

a aclimatação antes dos experimentos.  

3.2. Cultura in vitro das células da esponja 

As esponjas foram dissociadas em água do mar artificial sem cálcio e 

magnésio, suplementada com EDTA (CMFSW+E: 460 mM Na Cl, 7 mM Na2SO4, 10 

mM KCl, 10 mM HEPES, 2.5 mM EDTA, pH 8.2 - Dunham e Weissmann, 1986) de 

acordo com Custódio et al. (1998). Para isso, os espécimes foram limpos de outros 

organismos ou detritos e recortados em fragmentos de 2 mm, que foram mantidos em 

CMFSW+E (5:1 v/v) por 30 minutos em agitação leve. Após este tempo, o 

sobrenadante foi descartado, sendo adicionado novo CMFSW+E nos tubos, que 

permaneceram mais 45 minutos em agitação leve. Ao final, o sobrenadante foi filtrado 

em uma malha de nylon (100 µm) e centrifugado a 180 x g por 10 minutos. O pellet 
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foi ressuspendido em meio com água do mar natural esterilizada por filtração (0,22 

µm) e suplementada com antibióticos para a remoção de bactérias transientes. As 

células foram contadas em uma câmara de Neubauer, até obter uma solução com 

densidade de 1 x 108 células/mL. A suspensão de células foi então depositada em 

placas de cultura. Diariamente os agregados celulares formados (primorfos) foram 

recolhidos e lavados com água do mar estéril e transferidos para novas placas com 

meio novo. Após a formação dos primorfos, que ocorre entre o quarto e sexto dias de 

cultivo, estes eram utilizados nos demais experimentos. 

3.3. Isolamento das bactérias resistentes  

Os primorfos obtidos foram colocados em tubos com 1,5 mL de solução de 

água MilliQ e 2,4,6 - Triclorofenol (TCP, Sigma) na concentração de 100 ppm. Tubos 

contendo primorfos apenas em água deionizada foram usados como controle. Após 

uma incubação de 24h a 30°C num agitador orbital a 150 RPM, o sobrenadante foi 

descartado e os primorfos foram macerados com um pistilo. Os macerados foram 

diluídos em meio líquido Brain Heart Infusion (BHI, Sigma) com NaCl 2% e mantidos 

incubados por 24h. Após esse período 1 mL das amostras foram diluídos de forma 

seriada em tubos com 5 mL de NaCl 2% e uma alíquota de 100 µL da diluição -4 foi 

disseminada em placas com BHI-ágar com NaCl 2%. Depois de 24h, as colônias 

crescidas foram coletadas com o auxílio de uma alça de inoculação e incubadas em 

BHI com NaCl 2% líquido por mais 24h. Posteriormente ao crescimento, as colônias 

foram novamente coletadas e disseminadas em novas placas com ágar para 

verificação da pureza das cepas.  

3.4. Teste de degradação do TCP 

Uma amostra de cada cepa isolada foi adicionada a um Erlenmeyer com 50 

mL de meio BHI, que foi então incubado a 30º C por 48h num agitador orbital a 150 

RPM. Após esse período, uma alíquota das culturas foi retirada e a absorbância 

medida em um espectrofotômetro a 600 nm (Shimadzu). As culturas que mostraram 

crescimento foram centrifugadas a 12.000 x g (CR22GIII. Hitachi) para a retirada total 

do meio. Um volume de 50 mL de solução água MilliQ com 100 ppm de TCP foi 

adicionado aos tubos, seguido da ressuspensão dos pellets. Uma alíquota de 100 µL 

de cada suspensão foi separada e disseminada em placas de ágar com BHI, que 
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foram incubadas por 24h a 30º C e posteriormente utilizadas para a contagem das 

colônias. As amostras foram mantidas a 30º C num agitador orbital a 150 RPM por 

sete dias, sendo que no quarto e sétimo dia, alíquotas também foram recolhidas e 

disseminadas em placas para posterior contagem de colônias como descrito. Ao final 

do experimento as culturas foram centrifugadas e o sobrenadante foi recolhido e 

preservado a -20º C até as análises. 

3.5. Análise cromatográfica e perfil metabólico  

Os protocolos utilizados foram modificados de Cheng et al. (2015). Para estas 

análises, foram retiradas amostras de 150 µL dos sobrenadantes coletados, que 

foram então concentrados em um concentrador rotativo a vácuo (Vida Labconco). Em 

seguida, os resíduos foram extraídos em fase sólida (SPE) com Hexano, 

Diclorometano e Metanol, todos em grau de pureza HPLC. A cromatografia foi feita 

em uma coluna Supelclean LC-Florisil (Supelco), acondicionada previamente com 5 

mL de Hexano. Posteriormente foram aplicados 4 mL da amostra, que em seguida foi 

diluída 20 vezes e analisada em triplicata em um cromatógrafo gasoso acoplado a um 

espectrômetro de massa (GC-MS. CP3800-Saturn 220. Varian), com uma coluna 

cromatográfica DB-5MS. A análise utilizou as mesmas condições da norma ABNT 

NBR 13882, com temperatura do injetor de 225o C, fluxo de gás constante na coluna 

igual a 0,4 mL/min-1 e volume de injeção de 1 µL. Foi utilizado o modo de injeção 

direta, sendo usado hélio ultrapuro como gás de arraste. Cada corrida cromatográfica 

durou um tempo total de aproximadamente 36 minutos. Os dados obtidos na 

cromatografia foram tratados e submetidos ao programa MetaboAnalyst 

(https://www.metaboanalyst.ca) no módulo de análise das vias metabólicas, utilizando 

a biblioteca de vias KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. 

https://www.genome.jp/kegg/) para Bacillus subtillis e os parâmetros utilizados estão 

descritos na Tabela 1. Todos os metabólitos detectados foram pesquisados 

individualmente na base de dados do PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 

para verificação de riscos potenciais à saúde e ao meio ambiente. 
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Tabela 1 - Parâmetros utilizados na análise das vias pelo programa MetaboAnalyst 

  

Método de visualização 
Gráfico de dispersão (testando recursos 

significativos) 

Método de enriquecimento Teste hipergeométrico 

Análise de topologia Centralidade relativa-intermediaria 

Metaboloma de referência 
Use todos os compostos na biblioteca de vias 

selecionadas 

3.6. Identificação das cepas 

A identificação das cepas resistentes foi realizada por dois métodos distintos: 

espectrometria de massa com Maldi-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption 

Ionization - Time of Flight - Mass Spectrometry) e sequenciamento dos genes 

codificadores para o 16S rRNA. 

Maldi-TOF-MS 

As cepas isoladas foram identificadas por espectrometria de massa, em um 

equipamento MALDI-TOF-MS Ultra Flextreme (BIOTYPER, Brueker Daltonics), 

utilizando o ácido a-Ciano-4-hidroxicinâmico como matriz (Rozas et al., 2017). Para 

estas análises, uma amostra das cepas isoladas crescidas em placa de BHI com ágar 

por 24h foi coletada por raspagem com uma alça de inoculação e ressuspendidas em 

etanol 75%, centrifugadas a 16.000 x g por 2 min e os sobrenadantes totalmente 

removidos. Os pellets foram ressuspendidos em 50 µL de ácido fórmico 70% e em 

seguida foram adicionados 50 µL de acetonitrila contendo 1% de ácido trifluoroacético 

a cada amostra. Os extratos foram então novamente centrifugados a 16.000 x g por 

3 min e 0,8 µL dos sobrenadantes adicionados às placas do MALDI-TOF-MS. As 

placas foram secas naturalmente no interior de um fluxo laminar estéril e depois 0,8 

µl da solução de matriz foi adicionada sobre cada amostra por duas vezes. A 

interpretação dos dados obtidos e a identificação das cepas foram realizadas 

utilizando o banco de dados do fabricante.  

Extração de DNA e sequenciamento dos genes codificadores para o 16S rRNA  

As bactérias foram cultivadas em meio BHI em NaCl 2% por 24H e 

posteriormente o DNA foi extraído utilizando o Wizard Genomic DNA Purification Kit 
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(Promega) de acordo com as instruções do fabricante. Para verificar a quantidade e 

qualidade do DNA extraído cada uma das amostras foi analisada em um equipamento 

BioDrop (BioDrop) e submetida a eletroforese em gel de agarose 1% seguindo 

métodos padrão (Sambrook et al., 1989). A amplificação por PCR foi feita com o par 

de primers: 9F (5'-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1492R (5'-

GGYTACCTTGTTAACGACTT-3') (Weisburg et al., 1991) para o gene e marcador 

filogenético RNA ribossomal 16S (16S rRNA). Para essa etapa foram utilizadas as 

seguintes condições na reação: 1x PCR Master Mix (50 unidades/mL de Taq DNA 

polimerase; 400 μM de cada um dos nucleotídeos: dATP, dGTP, dCTP e dTTP e 3 

mM de cloreto de magnésio (MgCl2), Promega), 2% de dimetilsulfóxido, 0,1 mg/mL de 

albumina de soro fetal bovino, 0,2 μM de cada primer e 2 μL (cerca de 30 ng) de 

template de DNA. O ciclo térmico utilizado consistiu em: (i) desnaturação inicial à 94º 

C por 5 minutos; (ii) 30 ciclos de 94º C por 1 minuto; 56º C por 1 minuto e 72º C por 2 

minutos e, (iii) extensão final à 72º C por 10 minutos. Após a PCR, os amplicons foram 

checados em gel de agarose 1% para verificar se eles apresentavam o tamanho 

correto do gene, que é de aproximadamente 1500 pares de bases (pb). As cepas que 

apresentaram fragmentos de tamanho adequado e uma concentração suficiente de 

no mínimo 0,25 ng/μL foram enviadas para a empresa Biotecnologia Pesquisa e 

Inovação (BPI, Botucatu, SP) para o sequenciamento do gene 16S rRNA (Sanger). 

As sequências que foram obtidas apresentaram uma extensão variando entre 600 e 

1000 pb. Foi então realizada uma checagem de seus eletroferogramas com o 

software Sequence Scanner V.1 (Thermo Fisher Scientific). Em alguns casos as 

sequências foram também editadas de forma manual, para a remoção de 

nucleotídeos erroneamente inseridos pelo sequenciador (Ashelford et al., 2005; 

Esteves et al., 2013).  

Análise filogenética 

As sequências do gene 16S rRNA obtidas foram submetidas à plataforma 

online SILVA rRNA database project (https://www.arb-silva.de/; Pruesse et al., 2012). 

A partir da identificação obtida, todas as sequências filogeneticamente próximas 

disponíveis no próprio site foram baixadas. Junto a isso, sequências de outras 

espécies próximas e de cepas que pudessem ser usadas como grupos externos na 

construção de árvores filogenéticas foram buscadas no banco de dados do National 

Center for Biotechnology Information (NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/; Altschul et 
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al., 1997). Para grupos externos foram usadas as sequências de cepas do gênero 

Paenibacillus: P. glycanilyticus (KY660598); P. macerans strain IAM 12467 (NR 

040886); P. polymyxa strain IAM 13419 (NR 037006); P. mucilaginosus strain 1480D 

(NR 028675) e P. amylolyticus strain NRRL NRS290 (NR 025882). Um arquivo no 

formato FASTA foi então montado contendo todas as sequências obtidas no presente 

estudo; as similares e as a serem usadas como grupos externos obtidas nos bancos 

de dados.  

As sequências foram então alinhadas usando o módulo MUSCLE do software 

MEGA 11 (Tamura et al., 2011) para a confecção de árvores filogenéticas 

preliminares com o objetivo de eliminar redundâncias. O modelo mais adequado foi 

feito no programa MEGA utilizando-se o método estatístico de Máxima 

Verossimilhança, com um bootstrap de 100 reamostragens aleatórias e o modelo 

Jukes-Cantor (Jukes et al., 1969). Com a filogenia preliminar pronta, uma nova árvore 

foi gerada onde as redundâncias foram eliminadas e as sequências curtas que 

dificultam a formação de regiões de consenso foram removidas. Após a conclusão do 

tratamento dos dados e escolha do grupo externo, seguiu-se a análise do melhor 

modelo utilizando-se o programa MEGA. Para as análises apenas valores de 

bootstrap iguais ou superiores a 75% foram considerados, dado que valores acima 

de 70% estimam uma considerável confiabilidade nos nós (Hillis e Bull, 1993; Stearns 

e Hoekstra, 2003; Caldart et al., 2016). 

3.7. Caracterização e localização da microbiota associada nos bacteriócitos 

Na caracterização dos bacteriócitos e das bactérias foram utilizadas técnicas 

de microscopia óptica e microscopia de fluorescência. Para investigar as células na 

microscopia óptica, os primorfos foram dissociados em CMFSW+E, as suspensões 

de células ajustadas para densidade de 4 x 105 células/mL e citocentrifugadas com 4 

x 104 células/spot (80 x g / 5 min. Fanem 248). As lâminas foram então fixadas em 

vapor de formol por 45 min e coradas com três colorações diferentes: Tricromo de 

Mallory, Fucsina Ácida ou Azul de Toluidina (Behmer et al.,1976).  

Para a microscopia de fluorescência, fragmentos de esponja foram dissociados 

como descrito anteriormente em CMFSW+E contendo 2 µg/mL de DASPEI (2-(4-

dimethylaminostyryl)-1-ethyl pyridinium iodide, Sigma), um marcador fluorescente 

para mitocôndrias e bactérias, por 30 minutos em agitação leve. Após este tempo, o 
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sobrenadante foi descartado, sendo adicionada nova solução de CMFSW+E com 

DASPEI nos tubos, que permaneceram mais 30 minutos em agitação leve. Ao final, o 

sobrenadante foi filtrado em uma malha de nylon (100 µm), e a concentração ajustada 

para 4x105 células/mL. Um volume de 100 μL dessa suspensão foi adicionado em 

placas de Petri com fundo de lamínula e observado em excitação/emissão em 

358/461 nm em um microscópio de fluorescência (Leica DMi8 Inverted Microscope) 

no Laboratório de Biologia Evolutiva do Desenvolvimento (Evo-Devo. IB/USP).  

Para observação das bactérias, alíquotas das culturas com densidade óptica 

igual a 1 de absorbância, quando medidas a 600 nm, foram diluídas 10.000 vezes e 

incubadas em uma solução de NaCl 2% com 2 µg/mL de DASPEI por 30 min. Em 

seguida, 100 μL dessa suspensão foram adicionados a uma placa e observada no 

microscópio de fluorescência nas mesmas condições das células. Para a microscopia 

óptica, amostras da cultura foram também diluídas 10.000 vezes e citocentrifugadas 

em lamínulas nas mesmas condições descritas anteriormente. Estas foram então 

fixadas em vapor de formol por 45 min e coradas com Tricromo de Mallory (Behmer 

et al.,1976).  
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4.0   Resultados  

4.1. Seleção das cepas resistentes e teste de degradação 

No processo de isolamento foram obtidas sete culturas de bactérias resistentes 

ao TCP nas amostras das três localidades investigadas; São Vicente, São Sebastião 

e Rio de Janeiro. Destas cepas, quatro foram selecionadas por terem colônias 

morfologicamente diferentes e três cepas foram excluídas por apresentarem colônias 

idênticas às de uma das quatro cepas previamente selecionadas. As cepas foram 

submetidas ao teste de degradação do TCP e seu crescimento foi observado por sete 

dias, com três disseminações em placas de BHI + ágar feitas nos dias 0, 4 e 7, para 

a contagem da quantidade de colônias. Ao fim do experimento foi observado um 

crescimento significativo em apenas uma das cepas. Nesta houve um aumento de 

200 colônias comparando a primeira e a última placa ao final do experimento, 

enquanto as outras não apresentaram nenhum crescimento detectável. Ao separar o 

sobrenadante da cultura líquida que apresentou crescimento, foi possível verificar 

uma mudança visível em sua turbidez e coloração. A solução de TCP na concentração 

utilizada é inicialmente cristalina, e se torna amarelada e turva após o ensaio (Figura 

6), indicando a possível metabolização do poluente pelas bactérias.  



 38 

  

Figura 6 – A) Meio para a cultura com a solução de TCP (100 ppm), mostrando a aparência 

incolor e translúcida; B) Sobrenadante do meio extraído após sete dias de cultura com a 

bactéria isolada da esponja, apresentando turbidez e a coloração amarelada. 

 

Os sobrenadantes destas culturas foram então submetidos à cromatografia 

gasosa acoplada ao detector de massa (GC-MS). Os espectros obtidos geraram a 

identificação de 474 metabólitos, que foram submetidos a diferentes análises. A 

primeira foi uma verificação buscando o poluente utilizado, que mostrou não haver 

mais TCP dentre os metabólitos detectados, indicando sua total degradação durante 

os ensaios. Em seguida, a lista de metabólitos foi revisada para a eliminação de 

produtos gerados pelo derivatizante utilizado no GC-MS, o que reduziu o número de 

compostos para 416 (Tabela S4). Uma segunda análise foi feita então para determinar 

se algum dos metabólitos poderia ser um dos produtos conhecidos da degradação do 

TCP, usando o banco de dados do NIST (Wise et al., 2006). Com base nesta 

comparação, apenas o composto 3,5-Di-tert-butylphenol foi identificado como um 

A B 
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possível subproduto da degradação do TCP. Uma pesquisa sobre esse composto foi 

realizada revelando que ele não apresenta classificação de perigo por toxicidade.  

Assim que a lista de metabólitos foi revisada e as primeiras análises foram 

concluídas, esta foi submetida ao programa MetaboAnalyst onde uma análise 

vinculou os compostos a vias metabólicas pertencentes ao organismo modelo mais 

semelhante encontrado na base de dados, Bacillus subtilis. Contudo, do total de 416 

metabólitos detectados, 273 não eram compatíveis com nenhuma das vias do banco 

de dados do programa. Para saber mais destes, informações sobre sua composição 

e toxicidade foram coletadas na base de dados do PubChem. A partir disso, foi 

verificado que 23 desses compostos apresentavam perigo à saúde humana, ao meio 

ambiente ou toxicidade aguda (Tabela 2).  
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Tabela 2 - Toxicidade dos metabólitos do sobrenadante das culturas expostas ao TCP (PubChem) 

 

Compostos Perigo à saúde Perigo ao ambiente Tóxico 

 

Butoxymethyl oxirane x   

1,12-Dodecane x   

1,2-Butadiene  x  

1,2-
Cyclohexanedicarboxyli
c acid x   

1,3-Bis benzene x   

1,3,5-Cycloheptatriene x  x 

1,4-Dioxane x   

2-(octadecyloxy)-
Ethanol  x  

2-Methyl-1-propane x   

2,2-Dimethyl-1-propane  x  

2,2,6,6-
Tetramethylpiperidine   x 

2,3,3-Trimethyl-Pentane x x  

3,4-Dimethyl-2-Pentene x   

3,6,9,12-
Tetraazatetradecane-
1,14-diamine  x  

6-Methyl-1-Heptanol  x  

Aziridine x x x 

Bis(2-ethylhexyl) 
maleate x x  

Cyclooctene x   

Di-n-octyl phthalate x   

Dodecyl acrylate  x  

Mercaptoacetic acid   x 

 

A mesma análise a partir dos espectros obtidos por GC-MS foi feita com os 

sobrenadantes dos controles, sem exposição ao TCP. Foram detectados ao todo 90 

metabólitos(Tabela S3), dos quais 47 não se mostraram compatíveis com vias 

metabólicas disponíveis no MetaboAnalyst. Após a pesquisa no PubChem, apenas 
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quatro dos compostos verificados apresentaram também perigo ao meio ambiente ou 

toxicidade aguda (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Toxicidade dos metabólitos do controle 

 

Compostos Perigo ao ambiente Tóxico 

 

2,4-dimethylheptane x  

Butyl aldoxime  x 

Isooctanol x  

Acenaphthylene  x 

 

Quanto aos compostos compatíveis com vias metabólicas, no tratado havia ao 

todo 143 metabólitos e no controle 43, esses metabólitos foram conectados com as 

vias do Bacillus subtilis, o modelo mais próximo presente na base de dados do 

MetaboAnalyst. Na relação de vias metabólicas conectadas aos metabólitos 

compatíveis, havia 44 para o tratado (Tabela S2)e 30 para o controle (Tabela S1), 

após uma comparação entre a vias do tratado e controle foram encontradas 26 vias 

em comum (Figura 7). Contudo, essas vias comuns apresentaram uma mudança na 

probabilidade de significância e no impacto exercido sobre o organismo. Avaliando o 

impacto que a via exerce no metabolismo da bactéria, encontramos nove vias com 

impacto igual a 0,0 no controle e tratado, no entanto, outras 17 vias apresentaram 

alterações. Algumas das vias das culturas expostas ao TCP demonstraram valores 

de impacto aumentados (Figura 8), dentre elas estão as vias de biossíntese de 

aminoacil-tRNA, biossíntese de arginina e metabolismo da cisteína e metionina, 

também foi identificado o acontecimento inverso em vias como a de metabolismo do 

amino açúcar e nucleotídeo e metabolismo da taurina e da hipotaurina que 

apresentavam valores de impacto 0,3 e 0,1 que foram reduzidos a 0,0 no tratado. 

Quando comparada a probabilidade de significância dessas vias foi observado que 

todas sofreram alterações, porém em 21 das vias ocorreu o aumento dessa 

probabilidade no tratado e em outras 5 vias uma diminuição dessa probabilidade foi 

encontrada em relação ao visto no controle (Figura 9). 
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Figura 7 - Diagrama de Venn da relação das vias do controle e tratado. Das vias encontradas 

quatro são detectadas apenas no controle, 26 vias são comuns a ambos e as bactérias do tratado 

apresentam 18 novas vias. 

  

Figura 8 - Variação do impacto das vias metabólicas entre as culturas tratadas (vermelho) e as 

controle (rosa), mostrando que houve alteração de impacto em todas as vias comuns. Destas, 

dez tiveram seu impacto aumentado com a exposição ao TCP, enquanto sete foram reduzidas e 

apresentaram impacto maior no controle. 
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Figura 9 – A comparação dos valores de probabilidade de significância da via (p bruto), entre as 

vias comuns das cepas tratadas (vermelho) e das controle (rosa), revela 21 vias com aumento 

na significância após a exposição ao TCP e 5 vias com baixa na probabilidade de significância. 

 

4.2. Identificação das cepas resistentes 

Espectrometria de massa (BYOTYPER) 

O cultivo dos agregados em TCP obtidos a partir da coleta de São Sebastião 

resultou no isolamento de duas cepas resistentes, identificadas pelo BIOTYPER como 
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Enterobacter sp. e Shewanella sp. (Tabela 4 e Figura 10), com similaridade proteica 

a nível de gênero, segundo os índices fornecidos pelo programa. Dos agregados 

obtidos da coleta de São Vicente foram obtidas três cepas, mas só foram obtidas a 

identificação de duas cepas pelo BIOTYPER, como Pseudomonas sp. e Bacillus sp.. 

E duas cepas foram isoladas das amostras do Rio de Janeiro, porém essas cepas 

não foram identificadas pelo BIOTYPER por não apresentarem similaridade com o 

espectro protéico de nenhuma das bactérias relacionadas no banco de dados.  

 

Tabela 4 – Valores do score obtido na identificação com o BIOTYPER 
  

Bactérias Score 

  

Shewanella 2.275 

Enterobacter 2.006 
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Figura 10 – Espectro protéico das cepas Enterobacter sp. (A) e Shewanella sp (B), obtidos por 

espectrometria de massa, mostrando os diferentes perfis utilizados para a identificação no 

BIOTYPER. 

Sequênciamento do 16S rRNA 

Das cepas resistentes ao TCP, cinco apresentaram significativa similaridade 

morfológica (Figura 11) quanto às colônias, mesmo sendo de localidades diferentes 

A 

B 
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(Tabela 5) e uma destas cepas foi a degradadora de TCP. Foram utilizadas as 

sequências do gene 16S rRNA (Figura 12 e 13) obtidas para identificar 

taxonomicamente essas cepas como pertencentes ao gênero Bacillus (filo 

Firmicutes). Ao confeccionar uma árvore filogenética (Figura 14) com as 

classificações e os alinhamentos das cepas resistentes, foi observado que todas as 

cepas se enquadraram no mesmo clado que o B. velezensis e o B. amyloliquefaciens 

apresentando um índice de veracidade mínimo de 86 e máxima diferença dos grupos 

externos. 

 

 

Figura 11 – Placa com a cepa B1. Algumas das características similares entre as cepas B1, 

B3, B4, B5 e B6 são colônias esbranquiçadas, opacas e com uma protuberância no centro. 
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Tabela 5 – Relação das cepas sequenciadas com os locais de coleta das amostras 

 

Localidades Cepas 
  

São Sebastião B1 
São Vicente B3 e B4 

Rio de Janeiro B5 e B6 

 

 

>B1_f 
GGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTG
GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGT
GGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG
GCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
TGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTT
GACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGC
TCAaCCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT
GAGGAGCGAAAGCGTGGGGGAGgCGAACAagGGATTaAATtACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTtGCTAAGTGTTAaGGGGGTTTCCGCCCCtTTAtTGCTGCAGCTAAaCgGCATTAAGCAaCTCCGCCTtGGG
G 
 
>B1_r 
CGGCGGCTGGCTCCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCG
GTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTC
ACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTT
CGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGT
CATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAG
ATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCAC
CACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAA
GGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGA
GTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGA
ACCCCCTAACACTTACACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACG
CTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCgGCCACtTGTGTCCTCCACATCTCTACC
AaTTCACCGCTACACGgTGGAATTCCACTCTCCTCTCTGCACTCAAGTTCCCCAaGgTTTCCAaATGACCTC
CCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCAcCATC 
 

Figura 12 – Sequências forward e reverse obtidas do gene 16S rRNA da cepa B1, isolada de 
esponja coletada em São Sebastiao – SP, que demonstrou capacidade de degradar TCP. 
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>B3_f 
GCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTG
TAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATA
AAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA
CCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCT
TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCACCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG
TTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGT
GAaATGCGTAAGATGTGGAGGACACCATGGCGAAGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGA
aAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAATACCCTGGTATCCaACGCCGTAaaACGATGA 
 
>B3_r 
GCGGCTGGCTCCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTG
TGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCA
GTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGC
CCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCA
CCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGT
TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACT
CTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGT
TGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCG
ACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTT
AGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAG
CGTCAGTTACAGACCAAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACaATCTCTACGCATTTCACCGCTACA
aCGTGGATTCCACTCTCCTCTTtCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGgAGCCGG
GGGCTTTtCACcATCAaaACTAAAAACCGCCTG 
 
>B4_f 
GCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGT
TCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCC
GCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGG
CGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCAC
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGACGAAGCGTGGgGGAGCGAACAGGATTAATACCCTGGTATCCACGCCGTAACATGATGCTAAGT
GTTAGGGGGTTTCCCCCCTTATGCTG 
 
>B4_r 
GGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA
CGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGC
GATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTG
TAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTC
ACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGA
CTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGA
CGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCA
CATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGC
GGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTACACTCATCGTTTACGG
CGTGGACTACCAGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTtTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAAG
AGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCtTACGCATTTCACCGCTACACgGTGGAATCCaACTCTCC
TCTCTGCACTCAgGTTCCCCAGTTTCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAATAAAAaA
CCGCTG 
 
>B5_f 
CAGTCGAGCGGACAGATGGgGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAA
CCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTT
CAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGC
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GGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGgGGAACTTGAGTGCAAAGAGGAGAgGTGGAATTCCAC
GTGTACGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGACACCAGTGGCGAGCACTCTCtTGGTCTGTtAACTGACGCT
GAGaAGCGAAAgGCGTGGGGGAgGCGAAACcAGgGATTAATACCTGGTATCCACGCCGTAAaaACAaTgGAG
TGCTAAGTGgTTAaGGGGGTTCCGCCCCTTATGCTtGCcAGCTAACGCATTAAGgcCaACTCCGCCTGGgGAG
gTaACGGtTCGCAaAGACTgGAAACcTCAAAGGATTGgACGGGGgGCcCCGCccACAAGcCcGgTgGGAGCATg
GTGTTTAAATtT 
 
>B5_r 
GGCGGCTCATAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC
AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCG
AGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTT
TGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTT
CCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCG
CTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGC
CCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCT
TCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACC
GTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGC
ACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCcCCACGCTTTCGCTCCTCAGCG
TCaAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTaACGCATTTCACCGCTACA
CgGTGATTCACTCTCCtTCTTcCTGCACTCAAGTTCCCCAaGTTTCAATGACCCTCCCCGGGTTGAGCCGGG
GGGCTTCACATCAACTTAAAAACGCCGCGAGCCCTtTTACGCCCCAaATAATTCGGAAACGgCTTGCCACCT 
 
>B6_f 
CAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAA
CCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTT
CAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGC
GGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGCGgACTCTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGgGAGCgGAAAGCGTtGGGGAGCGAACAGGATTAATACCCTGgGtTAGTCcCACGCCGTAAAACGATG
AGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTATG 
 
>B6_r 
GGTCCTAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTG
CAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTC
TGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCG
TTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCC
GAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACT
CCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCA
TCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGT
TACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTtTCACCGCTACACGTGAA
TTCCACTCTCCTCTCTGCACTCAGTCCCCAGTTTCCaATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACA
TCAACTtTAAaAACGCTGCAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGAACGCTTGCCCTaAC 
 

Figura 13 – Sequências forward e reverse do gene 16S rRNA das cepas com colônias similares 

a B1 e isoladas de esponjas coletadas no Rio de Janeiro e Santos. 
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Figura 14 (página anterior) - Árvore filogenética das cepas com morfologia similar mostrando 

que todas as cepas isoladas (setas) estão enquadradas dentro de um mesmo clado com a 

Bacillus velezensis. 

4.3. Localização das bactérias nas células das esponjas 

Nos citocentrifugados corados por Tricromo de Mallory foram observados dois 

tipos diferentes de células semelhantes aos bacteriócitos descritos anteriormente 

para H. heliophilla (Figura 15. Custódio et al., 2004). Ambas apresentam um núcleo 

pequeno e um citoplasma contendo inclusões em número variado com afinidade à 

fucsina ácida do Tricromo, porém com morfologias diferentes. Na primeira das células 

estas inclusões eram filamentosas enquanto na segunda eram pequenas e definidas, 

em formato de bastonetes semelhante aos Bacillus obtidos nas culturas com o TCP. 

Nas lâminas coradas apenas com Fucsina Ácida ou Azul de Toluidina não foi possível 

identificar os bacteriócitos, pela pouca diferenciação de cor entre as várias inclusões 

nas diversas células. A marcação fluorescente com DASPEI revelou a maioria dos 

diferentes tipos celulares com coloração espalhada no seu citoplasma, às vezes com 

mais concentração em vesículas definidas (Figura 16). Nestas, o núcleo é facilmente 

percebido como uma área mais central escura, sem marcação. No entanto, alguns 

tipos celulares na suspensão mostravam o citoplasma inteiramente marcado 

fortemente, e o núcleo não pode ser definido (Figura 16). Observando as bactérias 

degradadoras de TCP, de forma isolada em citocentrifugados corados com Tricromo 

ou em suspensão com o DASPEI, foi possível observar que são móveis e que 

apresentam o formato de bacilos, bastante similar ao observado nos possíveis 

bacteriócitos.  

 

 



 52 

 
 

Figura 15 – Dois tipos de bacteriócitos encontrados nos citocentrifugados de Hymeniacidon 

heliophila (Tricromo de Mallory). A - duas células sendo uma não identificada (CD) e a outra é 

um bacteriócito (BC) com o citoplasma repleto bactérias com aspecto de bacilos (BB) ao redor 

do núcleo (N) (A); B – bacteriócito com bactérias filamentosas (BF) ao redor do núcleo (N). 
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Figura 16 – Duas imagens de células em suspensão coradas com DASPEI. A maioria das 

células (C) mostra o citoplasma com coloração difusa ou concentrada em poucas vesículas, 

com o núcleo mais escuro sem marcação. Os bacteriócitos (B) têm o citoplasma fortemente 

corado, não sendo possível identificar a região do núcleo (barra de escala 10 µm). 
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5.0   Discussão 

5.1. Seleção e teste de degradação 

O teste de degradação identificou uma cepa com potencial para degradar 

completamente o TCP, identificada posteriormente como Bacillus velezensis. Este 

gênero é comum, e conhecido por suas capacidades para metabolizar compostos 

difíceis. Estudos anteriores com diferentes espécies do gênero Bacillus mostram sua 

capacidade de reduzir hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (PAHs, Lu et al., 2019). 

Foi visto também que esta capacidade aumenta ao longo do tempo de interação e é 

acompanhada pelo crescimento progressivo das células da bactéria (Elenga-Wilson 

et al., 2021; Nedoroda et al., 2021). Ou seja, estas bactérias são adaptáveis e não 

apenas podem degradar os compostos, mas também utilizam como fonte de energia. 

A descoberta do B. velezensis que degrada TCP foi confirmada através da 

metabolômica, uma técnica que facilita as comparações de compostos de esponja 

produzidos dentro e entre táxons (Paul et al., 2019). Essas análises revelaram que a 

cepa isolada foi capaz de metabolizar todo o TCP do meio em apenas sete dias, o 

que mostra seu bom potencial no tratamento desse resíduo. 

Mesmo tendo demonstrado um alto índice de remoção, a metabolização da 

substância ainda apresentava risco de gerar subprodutos com níveis tóxicos 

superiores ao próprio TCP. O sobrenadante das culturas foi então analisado e após 

uma verificação minuciosa, um único subproduto foi identificado, o 3,5-Di-tert-

butylphenol (3,5-DTBP, Figura 17). Esse composto não apresenta classificações de 

perigo definidas nos bancos de dados utilizados, mas alguns estudos já investigam 

sua utilização como um fármaco de ação antibiótica. O potencial do 3,5-DTBP como 

inibidor da formação de biofilmes bacterianos foi descrito em um ensaio contra 

Streptococcus mutans, uma bactéria causadora de cáries, em que ele inibiu a 

formação de biofilme, além de reduzir significativamente a propriedade de adesão, 

acidogênese e aciduricidade por meio do comprometimento das produções 

enzimáticas e regulação negativa dos genes de virulência gtf e vicR/K (Vijayakumar 

e MuhilVannan, 2021). Outro estudo também explora a capacidade antibiofilme e 

antifúngica do composto, mostrando que o 3,5-DTB consegue interromper a formação 

e romper biofilmes maduros, tornando-o um potencial novo agente para tratar 

infecções associadas a espécies de Candida (Rathna et al., 2016). Esses estudos 
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favorecem a hipótese de que este composto possa ser utilizado pelo B. velezensis 

associado à esponja para evitar competição com outras bactérias ou mesmo auxiliar 

o hospedeiro na proteção contra microrganismos patogênicos. Em termos de 

biorremediação do TCP, mostram que a metabolização do composto pelo B. 

velezensis gerou ainda um subproduto útil, que pode ser empregado como princípio 

ativo de novos fármacos.  

 

  

Figura 17 – Estrutura em 2D da molécula de 3,5-Di-tert-butylphenol, subproduto proveniente 

da degradação de TCP pela bactéria associada (imagem: Sigma-Aldrich). 

 

Junto ao subproduto da degradação encontramos outros compostos e parte 

deles parece se envolver ativamente em vias metabólicas comuns ao modelo mais 

próximo presente no banco de dados utilizado, o B. subtillis. Um alinhamento entre as 

vias do controle e tratado revelou vias em comum, que provavelmente pertencem ao 

metabolismo tradicional do B. velezensis. Porém, as análises estatísticas baseadas 

no valor de p bruto que o MetaboAnalyst executa mostraram uma discrepância entre 

os valores de impacto e de probabilidade de significância dessas vias. Essas 

diferenças indicam que o metabolismo basal é impactado, ocorrendo ajustes para que 

a bactéria consiga metabolizar o TCP. No entanto, não encontramos nenhum indício 

de prejuízo ao crescimento da bactéria, sugerindo que essas adaptações podem ser 

usuais para o microrganismo. Isto pode indicar que a cepa associada possui os 

componentes moleculares necessários, que são ativados para permitir a eventual 

degradação de poluentes que as esponjas hospedeiras absorvem continuamente. 

Um dado que corrobora a associação da cepa com a esponja é a presença da 

via de metabolismo do nitrogênio como via comum da bactéria. Entre os membros 
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dominantes do microbioma de H. heliophila existem linhagens que apresentam taxas 

significativas de ciclagem de nitrogênio (Weigel e Erwin, 2017) e que têm o potencial 

de contribuir para uma gama diversificada de transformações de nitrogênio no 

holobionte. Essa associação pode ser característica em algumas espécies de áreas 

mais impactadas. As células das esponjas obtêm o nitrogênio a partir do particulado 

orgânico retido na filtração e excretam amônia como produto metabólico final (Bell, 

2008; Zhang et al., 2019. Figura 18). A associação com microrganismos oxidantes de 

amônia pode ser importante na detoxificação das células da esponja. Isso aumenta a 

aptidão dos hospedeiros para habitar áreas poluídas ao redor de grandes cidades, 

como os locais amostrados neste trabalho, que muitas vezes possuem concentrações 

mais altas de amônia (Turque et al., 2010).  

Durante a vinculação dos compostos com as vias metabólicas também 

identificamos alguns que não apresentaram nenhuma correspondência. Uma 

explicação para esses compostos não encontrados nos bancos de dados pode ser a 

 

Figura 18 – Interação dos microrganismos associados à esponja presentes no mesohilo. O 

metabolismo de nitrogênio dos simbiontes é ligado com a reciclagem de amônia secretada 

pelas esponjas e as interações envolvendo o metabolismo do enxofre e do carbono. Todas 

estas vias foram encontradas na análise do metabolismo da bactéria degradadora de TCP 

(imagem: Zhang et al. 2019). 
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sua participação apenas em vias específicas da espécie associada à esponja, B. 

velezensis. Desta forma, não constam na relação dos componentes das vias 

metabólicas do modelo B. subtillis utilizado na análise. Apesar de serem necessárias 

análises mais específicas para elucidar as dúvidas sobre esses compostos, uma 

verificação minuciosa foi realizada para identificar se algum deles possuía 

classificação de perigo, sendo encontrados ao todo 23 no tratado e 4 no controle. 

Esses compostos também podem estar relacionados com o metabolismo do 

hospedeiro, podendo ser utilizados como um mecanismo de defesa contra predação 

ou microrganismos patogênicos. 

5.2. Identificação das cepas resistentes ao TCP 

A identificação de bactérias por meio de espectrometria de massa tem sido 

amplamente utilizada, por apresentar um custo significativamente mais baixo e tempo 

de resposta bem menor do que a técnica tradicional de sequenciamento do gene 16S 

rDNA. Esse método baseia-se na ionização da amostra que resulta em um espectro 

predominantemente constituído por proteínas ribossomais citosólicas (Arnold e Reilly 

1999; Teramoto et al., 2007; Sato et al., 2011) e na comparação desse perfil com um 

banco de dados de espectros de referência (Winefordner, 2006). Os espectros 

alocados nos bancos de dados são resultado de uma série de experimentos 

padronizados para a obtenção dos perfis moleculares. Sendo repetidos várias vezes 

para cada linhagem bacteriana (Mellmann et al., 2008; Freiwald et al., 2009), esta 

análise gera então um espectro padrão, contendo as características de massa mais 

significativas para cada espécie. Entretanto, no presente esses bancos de dados 

ainda são em sua maioria orientados para o diagnóstico clínico rápido, e contêm 

espécies e cepas predominantemente patogênicas (Starostin et al., 2015). Para que 

uma identificação seja confirmada precisa haver um score mínimo de 1.700, valor 

relacionado ao grau de compatibilidade entre os perfis protéicos e obtivemos score 

superior a 2.000 nas identificações realizadas. No presente trabalho, foi utilizado o 

banco de dados do próprio fabricante do equipamento (Bruker Daltonics), que contém 

a maior e mais elaborada base de dados de microrganismos, com mais de 6.000 

linhagens, sendo a maior parte de bactérias.  

A maioria dos estudos que comparam a identificação por espectrometria de 

massa com o sequenciamento do gene 16S rDNA mostra que os resultados obtidos 
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são extremamente confiáveis sendo quase sempre idênticos. Porém, em nossos 

experimentos obtivemos resultados com discrepância entre a identificação das duas 

técnicas. Acreditamos que esse erro ocorreu por uma limitação no banco de dados, 

pois apenas um número relativamente baixo de espécies bacterianas marinhas está 

associado a infecções humanas, com os membros mais notáveis pertencentes ao 

gênero Vibrio (Janda, 2014). Procurando por registros de limitações dos bancos de 

dados foram localizados alguns estudos sugerindo um déficit na identificação de 

bactérias raras e anaeróbias (La Scola et al., 2011; Culebras et al., 2012; Veloo et al., 

2016). Em relação às bactérias anaeróbias, a conclusão é de que os bancos de dados 

dos sistemas MALDI-TOF MS realmente necessitam de uma otimização para que 

esses microrganismos sejam mais corretamente identificados (La Scola et al., 2011; 

Culebras et al., 2012; Veloo et al., 2016). Outra complicação nessa técnica é a base 

dos espectros ser composta principalmente de proteínas ribossomais (Murray, 2012), 

o que limita a identificação de gêneros com espécies que não podem ser 

diferenciadas através do sequenciamento do gene 16S rDNA, como o 

gênero Veillonella (Veloo et al., 2018). Dadas estas limitações, a identificação mais 

confiável obtida para a cepa associada à H. heliophila ainda é a fornecida pelo método 

tradicional de sequenciamento do 16S rDNA: B. velezensis. 

Como observado na árvore filogenética (Figura 14), todas as cepas isoladas 

de H. heliophila que apresentaram uma morfologia semelhante estão incluídas no 

mesmo cluster do B. velezensis. Além de se destacar por sintetizar várias 

biomoléculas de interesse biotecnológico, essa bactéria aparece na literatura em 

associação com plantas (Rabbee et al., 2019), macroalgas (Chakraborty et al., 2021) 

e de pelo menos uma esponja marinha (Biemna fortis, Sawhney et al., 2018). A 

esponja H. heliophila tem uma ampla distribuição, do Brasil aos Estados Unidos e 

sabe-se que apresenta estabilidade das OTUs de simbiontes dominantes em uma 

ampla faixa geográfica (Weigel e Erwin, 2016). Esta característica e o fato da que a 

B. velezensis foi isolada a partir de esponjas de três localidades diferentes, reforçam 

a idéia de que esta cepa é realmente associada a H. heliophila. Complementar às 

análises feitas neste trabalho, uma análise comparativa do genoma do simbionte B. 

velezensis e da esponja hospedeira H. heliophila permitiria avaliar com maior 

profundidade aspectos ainda desconhecidos dessa associação, como a existência de 

interação genética entre esses simbiontes. 
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5.3. Localização da bactéria no meio intracelular das esponjas 

Para que pudéssemos localizar a bactéria degradadora de TCP em cortes da 

esponja ou meio intracelular, em bacteriócitos, a técnica mais apropriada seria a 

hibridização in situ (FISH), nessa técnica uma sonda específica contendo um 

marcador fluorescente é produzida a partir da sequência do gene 16S rDNA da cepa 

de interesse. Cortes histológicos ou células isoladas são então incubadas com esta 

sonda e após o tempo de reação ocorre anelamento exclusivamente com a sequência 

complementar. Desta forma, as bactérias de interesse seriam marcadas de forma 

fluorescente permitindo visualizar sua localização. A utilização desta técnica foi 

considerada no presente trabalho devido a cepa ter sido identificada inicialmente 

como pertencente ao gênero Shewanella. Apesar desse gênero estar amplamente 

associado ao ambiente marinho apenas algumas espécies, como a Shewanella algae 

(Rachanamol et al., 2014) e Shewanella irciniae (Rua et al., 2014), já foram descritas 

como associadas a esponjas marinhas. Considerando que na esponja H. heliophila 

também encontraríamos poucas espécies de Shewanella, nossa cepa seria um bom 

modelo para o FISH. Contudo, a sequência do gene 16S rDNA obtida identificou 

nossa cepa como B. velezensis (filo Firmicutes), com um alto grau de similaridade. 

Curiosamente, estudos anteriores feitos com H. heliophilla (Turque et al., 2008; 

Weigel e Erwin, 2016), mostram Firmicutes, mas não destacam especificamente 

Bacillus. Isso pode ser devido a diferenças metodológicas e de abordagem, mas 

talvez indique também ao fato da cepa isolada no presente trabalho ser um 

componente minoritário, não detectável em uma esponja em condições normais. 

Com a identificação como Bacillus, sugiram problemas quanto à utilização da 

técnica FISH. Microrganismos deste grupo são uma das cepas de bactérias mais 

comuns no mundo, e freqüentemente descritas em associação com Porifera (Pabel 

et al., 2003; Santos-Gandelman et al., 2013). Alguns estudos mostram que este grupo 

pode representar cerca de 20% da microbiota total de algumas esponjas (Brück et al., 

2010) e quase metade das cepas cultiváveis (Zuppa et al., 2014; Dat et al., 2021). 

Conforme mostrado anteriormente na figura 15, espécies de Bacillus têm um alto grau 

de similaridade nas suas sequências do gene 16S rDNA. Esse fato, juntamente com 

uma população contendo muitas dessas espécies poderia resultar em falsos positivos 

na localização da cepa de interesse com a técnica de hibridização. Uma solução 

possível seria obter a identificação de todos as bactérias do gênero Bacillus que são 
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associadas à esponja e comparar suas sequências para selecionar uma região com 

maior especificidade, porém isso seria inviável pelo custo e tempo necessário. 

Para ter alguma informação a respeito da localização geral das bactérias 

associadas à esponja e da cepa isolada, foram usadas então apenas técnicas de 

microscopia ótica. A primeira delas utilizou Tricromo de Mallory, técnica que emprega 

uma sequência de colorações por fucsina ácida, alaranjado G e azul de metila. Com 

isto os componentes celulares são mais bem destacados permitindo uma clara 

observação das estruturas e da natureza de inclusões no citoplasma. Com essa 

técnica conseguimos observar os dois tipos de bacteriócitos descritos por Custódio et 

al. (2004). Numa observação apenas superficial, comparando com bactérias das 

nossas culturas, é possível que o B. velezensis sejam as contidas no “Type XIII”, já 

que o segundo tipo (“XI”) apresenta bactérias claramente bem filamentosas.  

Uma segunda técnica mais específica tentada foi o DASPEI, um marcador 

fluorescente para mitocôndrias (Padeniya et al., 2022), mas que também pode ser 

utilizado para bactérias (Murakami et al., 2004; Li et al., 2015). Todas as células 

normalmente aparecem com a marcação no citoplasma, por vezes localizada ao redor 

do núcleo, com maior ou menor grau dependendo da atividade metabólica e da 

quantidade de mitocôndrias. Analisando as suspensões celulares de H. heliophila 

percebemos a presença dessa marcação fluorescente na grande maioria das células. 

Porém algumas poucas tinham o citoplasma totalmente fluorescente e com aspecto 

granulado, indicando que podem ser os bacteriócitos. Sendo uma suspensão, não foi 

possível distinguir se as marcações no interior dessas células completamente 

marcadas eram bactérias e qual o formato.  

Assim não obtivemos dados suficientes para confirmar essa identificação nos 

bacteriócitos e eliminar a possibilidade da cepa que degrada TCP estar presente em 

outro local na matriz da esponja. No entanto, essa seria uma possibilidade 

interessante. Bacteriócitos são pouco estudados e em geral raros, representando em 

H. heliophila menos de 1% da população celular da esponja (Custódio et al., 2004). 

Estas células são altamente especializadas a manter bactérias em seu citoplasma, 

controlando as interações com o hospedeiro e a liberação de metabólitos 

provenientes desses simbiontes. Dada o longo tempo evolutivo que esta relação pode 

ter, as cepas no interior das células podem ser únicas e produzir compostos ou ter 

mecanismos enzimáticos de valor aplicado. Um exemplo dessa relação já foi descrito 

para uma esponja do gênero Haliclona (Figura 18. Tianero et al., 2019). Nessa 



 61 

esponja, os bacteriócitos contêm uma nova cepa, Candidatus “Endohaliclona 

renieramycinifaciens”, que tem um genoma extremamente reduzido e é responsável 

pela produção de renieramicina, um composto com potentes atividades antibióticas e 

citotóxicas. Tendo em vista isto, os autores propõem o novo termo 

”quimiobacteriócitos” para descrever estas células (Tianero et al., 2019). 

 

 

Figura 19 – Resultados do FISH em quimiobacteriócitos de Haliclona sp. (Tianero et al., 

2019). Se comparada com a coloração com DASPEI utilizada por nós vemos resultados muito 

similares. Da esquerda para a direita: imagem de campo claro; Coloração DAPI (azul); 

hibridização com as sondas eubacterianas universais EU338 I, II e III (vermelho); hibridação 

com Ca. E. renieramycinifaciens utilizando a sonda CE75 específica para esta bactéria 

(verde); Composição dos sinais verde e vermelho, mostrando sua co-localização (amarelo). 
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6.0   Conclusões 

A bactéria Bacillus velezensis isolada a partir da esponja Hymeniacidon 

heliophila se mostrou muito eficaz na degradação do 2,4,6-triclorofenol. Isto a torna 

um microrganismo de interesse biotecnológico, pois poderia ser empregado no 

tratamento de contaminação por TCP. Porém, ainda são necessários estudos 

adicionais para elucidar melhor o metabolismo do TCP e seus subprodutos. Ainda 

assim, a hipótese dessa bactéria estar associada com a esponja se torna mais sólida, 

com a descoberta de vias metabólicas que parecem estar vinculadas às da esponja, 

como a reciclagem de subprodutos do metabolismo da hospedeira. Essas 

características, juntamente com o potencial de degradação de poluente verificado 

através de nossos experimentos, tornam essa bactéria um simbionte de alto 

interesse. Além disso, essa cepa foi encontrada em associação com esponjas de três 

localidades diferentes e distantes, todas as três com altos índices de poluição: São 

Vicente (PS), São Sebastião (SP) e Rio de Janeiro (RJ). Isso sugere que essa 

simbiose é recorrente dentro da espécie Hymeniacidon heliophila, além de indicar 

também que esse simbionte pode ter um papel importante na resistência à poluição, 

permitindo que essa esponja ocupe áreas sujeitas a impactos antrópicos. Seria 

interessante investigar mais profundamente as interações que esta cepa desempenha 

no hospedeiro, mas a associação de simbiose entre esponjas e suas microbiotas é 

extremamente complexa. Para poder ter uma visão mais profunda dessa relação 

entre a esponja Hymeniacidon heliophila e Bacillus velezensis são necessárias 

análises mais extensivas dos seus genomas a partir de técnicas moleculares para 

compreender melhor as interações fisiológicas e evolutivas entre esses dois 

organismos. 
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8.0   Material suplementar 

Tabela S1 - Resultado da análise das vias metabólicas controle 

 
Vias metabólicas Raw p (bruto) Impact 

   
Aminoacyl-tRNA biosynthesis  1.61E-02 0.00 
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 3.67E-02 0.02 
Novobiocin biosynthesis 9.99E-02 0.00 
Glycerolipid metabolism 1.61E-01 0.06 
Phenylalanine metabolism 1.61E-01 0.00 
Nitrogen metabolism 2.18E-01 0.00 
Tyrosine metabolism 2.72E-01 0.00 
Glycolysis / Gluconeogenesis 2.77E-01 0.02 
Pentose and glucuronate interconversions  2.90E-01 0.00 
Taurine and hypotaurine metabolism  3.21E-01 0.00 
Vitamin B6 metabolism 3.21E-01 0.00 
Lysine degradation 3.68E-01 0.00 
Lysine biosynthesis 4.11E-01 0.00 
Sulfur metabolism 4.11E-01 0.05 
Arginine biosynthesis 4.71E-01 0.03 
Fructose and mannose metabolism  5.07E-01 0.00 
Butanoate metabolism  5.25E-01 0.00 
Glycerophospholipid metabolism  5.25E-01 0.32 
Arginine and proline metabolism  5.73E-01 0.00 
Pyruvate metabolism 5.73E-01 0.07 
Pentose phosphate pathway 6.03E-01 0.00 
Galactose metabolism 6.17E-01 0.00 
Propanoate metabolism 6.17E-01 0.00 
Methane metabolism 6.44E-01 0.00 
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 7.03E-01 0.00 
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 7.03E-01 0.00 
Fatty acid degradation 7.13E-01 0.00 
Cysteine and methionine metabolism  7.86E-01 0.11 
Fatty acid biosynthesis 8.01E-01 0.00 
Purine metabolism 9.12E-01 0.00 
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Tabela S2 - Resultado da análise de vias metabólicas tratado 

 
Vias metabólicas Raw p (bruto) Impact 

   
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 1.79E-02 0.17 
Nitrogen metabolism 3.14E-02 0.00 
Valine, leucine and isoleucine biosynthe- sis 8.03E-02 0.04 
D-Glutamine and D-glutamate metabolism 1.71E-01 0.17 
Sulfur metabolism 2.17E-01 0.08 
Tyrosine metabolism 2.55E-01 0.00 
Carbapenem biosynthesis 2.92E-01 0.00 
Novobiocin biosynthesis 2.92E-01 0.00 
Arginine biosynthesis 3.09E-01 0.12 
Taurine and hypotaurine metabolism  3.39E-01 0.00 
Valine, leucine and isoleucine degrada- tion 4.14E-01 0.04 
Lysine degradation 4.21E-01 0.00 
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 4.34E-01 0.02 
Phenylalanine metabolism 4.38E-01 0.00 
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 4.64E-01 0.47 
Nicotinate and nicotinamide metabolism  4.97E-01 0.00 
Pentose phosphate pathway 5.50E-01 0.04 
Galactose metabolism 5.76E-01 0.10 
Glutathione metabolism 5.99E-01 0.17 
Monobactam biosynthesis 6.03E-01 0.00 
C5-Branched dibasic acid metabolism  6.46E-01 0.40 
Fructose and mannose metabolism  6.58E-01 0.00 
Pentose and glucuronate interconversions 6.73E-01 0.00 
Pantothenate and CoA biosynthesis  6.85E-01 0.00 
Streptomycin biosynthesis 6.85E-01 0.00 
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 7.35E-01 0.00 
Arginine and proline metabolism 7.55E-01 0.07 
Lysine biosynthesis 8.24E-01 0.00 
Histidine metabolism 8.76E-01 0.00 
Inositol phosphate metabolism  8.76E-01 0.19 
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 9.01E-01 0.00 
Biotin metabolism 9.02E-01 0.00 
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Citrate cycle (TCA cycle) 9.02E-01 0.03 
Pyrimidine metabolism 9.10E-01 0.08 
Glycerolipid metabolism 9.13E-01 0.00 
Butanoate metabolism 9.13E-01 0.06 
Thiamine metabolism 9.46E-01 0.00 
Purine metabolism 9.48E-01 0.02 
Propanoate metabolism 9.57E-01 0.01 
Cysteine and methionine metabolism  9.59E-01 0.24 
Glycolysis / Gluconeogenesis 9.70E-01 0.00 
Glycine, serine and threonine metabolism  9.76E-01 0.00 
Fatty acid degradation 9.83E-01 0.00 
Fatty acid biosynthesis 9.95E-01 0.00 
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Tabela S3 – Resultado da análise cromatográfica do controle 

 
Metabólitos 

 

Ethyl amine 
Propanoic acid 
Acetic acid 
Urea 
Phlorizin 
Pyrimidine 
2-Butenedioic acid 
2-Piperidinecarboxylic acid 
L-Methionine 
L-Proline 
Nitric acid 
l-Lysine 
2,3,4-trimethyl-Hexane 
Glycerophosphoric acid 
Malonic acid 
1,2,3-Propanetricarboxylic acid 
Butanoic acid 
Penicillamine 
L-Tyrosine 
Lyxose 
Nonadecane 
D-Mannitol 
3,3-dimethyl-Hexane 
D-Xylopyranose 
Hexadecanoic acid 
Indole 
Octadecanoic acid 
trans-3-Hexenedioic acid 
1,1-diethoxy-Ethane 
D-Turanose 
3,7-dimethyl-1-Octanol 
2-methyl-Octane 
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D-Glucuronic acid 
1-Heptanol 
Arabinofuranose 
Pyridoxine 
Ribitol 
d-Xylose 
glycerol 
2,4-dimethylheptane 
Trisiloxane 
5-Ethyl-1-nonene 
1-methyl-2-(3-methylpentyl)-Cyclopropane 
4,7-dimethylundecane 
2-Methyl-propane 
Silanol 
4-butoxy-1-Butanol 
2,5-Methylene-d 
2-Decanol 
2,4,6,8-Tetramethyl-1-undecene 
2,2,2-trifluoro-N-methyl-N-Acetamide 
2,6-dimethyl-3-Octene 
2,3,5,8-tetramethyl-Decane 
Butyl aldoxime 
2,4,6-Tri-t-butylbenzenethiol 
4,6,8-trimethyl-1-Nonene 
L-phenylalanine 
1-iodooctadecane 
2,6-dimethyl-3-Heptanol 
Isooctanol 
4-Pyrimidinecarboxylic acid 
Hydroxysecobarbital glucuronide 
Mannoonic acid 
2-methoxy-2-methyl-Propane 
2-Ketoisocaproic acid oxime 
Hexyl octyl ether 
Docosane 
2,5-Dimethyl-5-hexen-3-ol 
Arabino-Hex-1-enitol 
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Beta-D-Galactose 
Acenaphthylene 
Cyclopropanethiocarboxylic acid 
Scopolin 
2-Deoxy-galactose 
2-(O- oxyphenyl)-1- oxyethane 
2-tert-Butyl-4,6-bis(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzyl)phenol 
Silanamine 
4,5-Dimethylnonane 
Disiloxane 
5,7-Dimethylundecane 
2-Bromononane 
ethyl methyl acetal 
2,3,4-trihydroxybutanoic acid 
2-chloro-4-methyl-3-Pentanol 
2-Methylbutane-1,4-diol 
2,4-dimethylpentanoate 
2,2-dimethyl-1-Pentanol 
1-iododecane 
D-Glucose 
Silane 
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Tabela S4 – Resultado da análise cromatográfica do tratado 

 
Metabólitos 

 
L-Galactopyranose 
1-butyloctyloxy 
Pyrrole 
(3-Hydroxyphenyl)pentanoic acid 
butoxymethyl oxirane 
(dodecyloxymethyl)Oxirane 
(E)-4-C9H18 
(Z)-2-Propyl-3-oxopentanoic acid 
[2-[(2-ethylhexyl)oxy]ethyl]-Cyclohexane 
{2,2-Dimethyl-5-[2-(2- ethoxymethoxy)propyl][1,3]dioxolan-4-yl}methanol 
1- oxy-2-undecene (E) 
1-(1-ethoxyethoxy)-Octane 
1-(4-Bromophenyl)imidazoline-2-thione 
1-3-propane 
1-Acetoxynonadecane 
1-bromo-Triacontane 
1-Butaneboronic acid 
1-Butanol 
1-butyl-Cyclohexanol 
1-chloro-4,4-dimethyl-1-Penten-3-one 
1-chloro-Octadecane 
1-Docosanol 
1-ethoxy-3-Heptene 
1-Heptacosanol 
1-Heptadecanamine 
1-Iodo-2-methylnonane 
1-iodo-Tridecane 
1-methyl-3-propyl-Cyclooctane 
Glyceryl monooleate 
1-Monooleoylglycerol ether 
1-pentyl-2-propyl-Cyclopentane 
1-propoxy-Octane 
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1-t-Butyldioxymethyl-4-methylpiperidine 
1-Tridecanol 
1,1-dichloro-1,2-Propadiene 
1,1-diethoxy-Decane 
1,1,3-trimethyl-Cyclohexane 
1,10-Decanediol bis ether 
1,12-dodecane 
1,2-propane 
1,2-Butadiene 
1,2-Butanediol 
1,2-Cyclohexanedicarboxylic acid 
1,2-cyclohexene 
1,2-dibutyl-Cyclopentane 
1,2-dimethylpropyl-Cyclohexane 
1,2-ethane 
1,2,3-Propatriol 
1,2,3-trimethoxy-Pentane 
1,3-Bis benzene 
1,3-Bis( oxy)pentane 
1,3-Dioxolan-4-one 
1,3-propane 
1,3,5-Cycloheptatriene 
1,30-dibromo-Triacontane 
1,38-dibromooctatriacontane 
1,4-dimethoxy-Cyclohexane 
1,4-Dioxane 
1,4-Ethanopentalen-8-one 
1,5-Cyclooctanediol 
11-( methyl)1-undecene 
11-(1-ethylpropyl)-Heneicosane 
11-cyclopentyl-Heneicosane 
11-Eicosenoic acid 
13-Tetradecen-1-ol acetate 
13,16-Octadecadienoic acid 
15-Isopropenyl-3- oxacyclopentadecan-2-one 
Indole 
1H-Indole-2,3-dione 
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1H-Isoindole-1,3(2H)-dione 
2-(3-bromophenyl)-1,3-Dioxolane 
2-(5-[1,3]Dioxolan-2-yl-pentyl)-3-methylaziridine 
2-(octadecyloxy)-Ethanol 
2-(Prop-2-enoyloxy)tetradecane 
Imidazole 
2-amino-7,8-dihydro-8-methyl-6,7-diphenyl-4(3H)-Pteridinone 
2-Butenal 
2-Butenedioic acid (Z) 
2-Butenoic acid 
2-Decenoic acid 
2-Deoxy ribose 
2-ethoxyethoxy 
2-Ethyl-1,3-bis( oxy)propane 
2-Ethyl-3- oxy butyrate 
2-ethyl-4-methoxy-Cyclohexanone 
2-Ethylcyclohexanol 
2-Furanacetaldehyde 
2-Furanacetic acid 
2-Heptadecanol 
2-Hexadecanol 
trans-2-Hexenoic acid 
2-isohexyl-6-methyl-1-Heptene 
3-methyl-2-oxopentanoate 
2-Ketoisovaleric acid oxime 
2-Methyl-1-propane 
2-methyl-2-Undecanethiol 
2-methyl-3-(1-methylethyl)-1-(2-propenyl)-Aziridine 
2-methyl-3-Octanol 
2-methyl-5-Nonanone 
2-Methyl-Z-4-tetradecene 
2-Methyl-Z-7,8-epoxyhexadecen 
2-Mono-isobutyrin 
2-Monooleoylglycerol 
2-Monopalmitin ether 
2-Monostearin ether 
2-O-Glycerol-alpha-d-galactopyranoside 
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2-Pentenedioic acid 
2-Pentenoic acid 
2-Propanol 
2-propyl-1-Heptanol 
2-Pteridinamine 
2-t-Butyl-5-chloromethyl-3-methyl-4-oxoimidazolidine-1-carboxylic acid 
2-Undecenoic acid 
2,2-Dimethyl-1-aza-spiro[2.3]hexane 
2,2-dimethyl-1-Decanol 
2,2-Dimethyl-1-propane 
2,2-Dimethyl-5-[2-(2- ethoxymethoxy)-propyl]-[1,3]dioxolane-4-carboxaldehyde 
2,2-dimethyl-Cyclohexanol 
2,2,2-trifluoro-N-methyl-N- Acetamide 
2,2,6,6-tetramethylpiperidine 
2,3-dihydro-5H-1,4-Dioxepin 
2,3-Dimethoxyphenyllactic acid 
2,3-dimethyl-Nonadecane 
2,3,3-trimethyl-Pentane 
2,3,4,6-Tetra-O-1-[1,7-dicarba-closo-dodecaboran-(12)-1-yl]-D-glucopyranose 
2,3,6,7-tetramethyl-Octane 
2,4-diethyl-5-methyl-6-propyl-1,3,2-Dioxaborinane 
2,4-dimethyl-1-Heptanol 
2,4-dimethyl-1,3-Cyclopentanedione 
2,4-dimethyl-3-Heptanol 
2,5-anhydro-1-O-octyl-d-Glucitol 
2,5-Monoformal-l-rhamnitol 
Succinimide 
2,6-Dimethyl-6-trifluoroacetoxyoctane 
2,6,10,14-Tetramethylpentadecan-2-ol 
2,6,11-trimethyl-Dodecane 
2,6,11,15-tetramethyl-Hexadecane 
2,7-Dioxatricyclo[4.4.0.0(3,8)]decane-4,5-diol 
3-(1-ethoxyethoxy)-2-Methylbutane-1,4-diol 
3-(Dimethylamino)-2-methyl-2-propenal 
Batyl Alcohol 
3-(Prop-2-enoyloxy)tridecane 
3-Dodecanone 
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3-Ethoxypropionic acid 
3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)-Octadecane 
3-Ethyl-6- oxyoctane 
3-Heptafluorobutyroxypentadecane 
3-Heptafluorobytyryloxy-6-ethyldecane 
3-Hydroxy glutaric acid 
3-methoxy-2-(methoxymethyl)-2-methyl-1-Propanol 
3-methoxy-Cyclohexanone 
3-Methyl-4- butyrate 
3-methyl-5-propyl-Nonane 
3-methyl-Uridine 
3-Methylene-1,4-bis( oxy) butane 
3-Pyridinecarboxylic acid 
3-Quinuclidinol 
3-Trifluoroacetoxypentadecane 
3,12-Dioxa-tetradecane 
3,3-dimethyl-4-methylene-1,2-bis( oxymethyl)-Cyclopentene 
3,4-dihydro-6-methyl-2H-Pyran 
3,4-dimethyl-2-Pentene 
3,4,5,6-tetrahydro-7-methoxy-2H-Azepine 
3,4,5,6-tetramethyl-Octane 
3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-Phenol 
3,5-Decadien-7-yne 
3,6,9,12-Tetraazatetradecane-1,14-diamine 
3,7-dimethyl-Decane 
3,7-dimethyl-Nonane 
3,7,11,15-tetramethyl-2-Hexadecene 
3,7,11,15-Tetramethyl-hexadecanol ether 
3,9-diethyl-6-Tridecanol 
3,trans-(1,1-dimethylethyl)-4,trans-methoxycyclohexanol 
cuminaldehyde 
4-Dodecanol 
4-Fluoro-1-methyl-5-carboxylic acid 
4-Heptafluorobutyryloxyhexadecane 
4-Heptanone 
4-Hexadecanol 
Vanylglycol 



 90 

4-I-Propylcarbamoyl-1-hydroxy-2,2,5,5-tetramethyl-3-imidazoline-3-oxide 
4-Ketoglucose 
4-Methyl-1,2-bis( oxy)pentane 
4-methyl-Tridecane 
4-O-decyl-d-Glucitol 
4-Octanone 
4-octyldodecyl-Cyclopentane 
4-Pentadecanol 
4-Pentenoic acid 
4-Pyrimidinamine 
4-Trifluoroacetoxyhexadecane 
5-(2-methylpropyl)-Nonane 
5-(3-{2,2-Dimethyl-5-[2-(2- ethoxymethoxy)propyl][1,3]dioxolan-4-
yl}acryloyloxy)hex-2-enoic acid 
5-butyl-Nonane 
5-Decene 
5-Hexen-2-one 
5-hydroxy-2-methyl-4(1H)-Pyrimidinone 
5-Isoxazolidinecarboxylic acid 
5-Methyl-7-phenyl-1,3-diazaadamantane 
5-propyl-Nonane 
5-Tridecanone 
5,5-Dibutylnonane 
5,6-dimethyl-Decane 
5H,10H-Dipyrrolo[1,2-a:1',2'-d]pyrazine-5,10-dione 
6-(4-Hydroxy-6-methoxy-2-methyl-tetrahydro-pyran-3-yloxy)-2-methyl-dihydro-
pyran-3-one 
6-ethyl-2-methyl-Octane 
6-ethylundecane 
6-methyl-1-Heptanol 
6,10-Dimethyl-4-undecanol 
6H-Pyrazolo[1,2-a][1,2,4,5]tetrazine 
7-ethyl-2-methyl-4-Undecanone 
7-Ketooctanoic acid oxime 
7-methyl-1H-Indole 
7-methyl-1-Undecene 
8-methyl-Heptadecane 
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8-Octadecenal 
9-Decen-1-ol 
Acetone 
Adenine 
Altronic acid 
Anhydro-d-mannosan 
Azacyclohexane 
Aziridine 
Benzaldehyde 
Benzene 
Benzenepropanoic acid 
Benzoic acid 
Benzoic acid 2-methoxy-3-(4-mehoxy-2-methyl-4-oxobutanoyl)-6-methyl 
Bicyclo[2.2.1]heptan-2-amine 
bromosuccinate 
1,2-propanediol phosphate 
Bis(2-ethylhexyl) maleate 
Butanal 
Butane 
Butanedioic acid 
Carbamic acid 
Carbonic acid 
Cholan-24-oic acid 
Cholest-5-en-3-ol 
cholest-5-ene-3,7-diol 
Cholestan-2-amine 
cis-2-Ethylcyclopentanecarboxaldehyde 
Cyclododecanone 
Cyclohexane 
Cyclohexanemethanamine 
Cyclohexanone 
Cyclooctene 
Cyclopentane 
Cyclopentane-1,2,4-trione 
Cyclopentanecarboxylic acid 
D-Erythro-Pentitol 
D-Erythro-Pentofuranose 
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D-Erythrose 
d-Galactitol 
D-Galactofuranoside 
D-Galactonic acid 
D-Galactopyranoside 
D-Galactose 
D-Galactoside 
d-Glucitol 
D-Glucose 
D-Glycero-L-manno-Heptonic acid 
D-Lyxofuranoside 
D-Mannopyranose 
d-mannopyranosyl-d-glucitol 
D-Ribo-Hexitol 
D-Ribofuranose 
D-Ribonic acid 
D-Ribose 
D-Xylofuranose 
Decane 
Di-n-octyl phthalate 
DL-Lyxopyranose 
Docane 
Dodecyl acrylate 
E-11,13-Tetradecadien-1-ol 
E-9-Tetradecenol 
2-deoxy-D-ribonate 
Erythrose 
Ethanesulfonic acid 
Ethene 
Glycerol 
Ethyl 1-thio-l-arabinofuranoside 
Ethylphosphonic acid 
Fructose benzoyl oxime 
Galactose 
Glucitol 
Glucofuranoside 
Gluconic acid 
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Glucosamine 
Glutamine 
Glycol 
Glycoside 
Gulonic acid 
Gulose 
Heptafluorobutyric acid 
Heptanedioic acid 
Heptanoic acid 
Hexanedioic acid 
Hexanoic acid 
Hydroxy-diphenacetic acid 
Hydroxybutyric acid 
Indeno[5,4-d]pyrano[4,3-c]isobenzofuran 
Scyllo-inosose 
Isoborneol 
Isocitric lactone 
Keto isovaleric acid enol 
L-Cysteine 
L-Glutamic acid 
L-Leucine 
l-Mannopyranose 
L-Norleucine 
L-Tyrosine 
L-Valine 
maleate 
Mannofuranoside 
Mannose 
Menthyl methylmalonate 
Mercaptoacetic acid 
Methanamine 
Methanol 
Methoxycarbonyl isothiocyanate 
Methyl 2-diethylamino-3-methyl-but-3-enoate 
Methyl 3-methoxytetradecanoate 
Methyl-d-ribofuranoside 
Methylenecyclopropane 
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Methylmaleic acid 
N-(2-methylpropyl)-N-nitroso-Octadecanamide 
N-Acetyl-1-[4-chlorophenyl]-2-[4-piperidyl]-n-propanol 
n-Heptyl acrylate 
N-methylpyridine-3-carboxamide 
N-methyl-N-nitroso-1-Dodecanamine 
N-methyl-N-nitroso-1-Octanamine 
N-methyl-N-octyl-Nonylamine 
N-nitro-N-propyl-1-Butanamine 
n-Pentadecanoic acid 
N,N-diethyl-Dodecanamide 
N,N'-1,3-propanediylbis-Formamide 
Urea 
L-phenylalanine 
l-isoleucine 
Nonadecanoic acid 
Nonahexacontanoic acid 
Nonanoic acid 
Oct-2-enoic acid 
octadecane 
Oxanilic acid 
Oxirane 
Oxiraneethanol 
Palmitic acid 
Parabanic acid 
pent-1-ene-1,3,5-triol 
Pentacosanoic acid 
Pentadecanal 
Pentanedioic acid 
D-Arabonic acid 
Phenylethanolamine 
Phosphorous acid 
Phthalic acid 
Piperazine 
Pregn-5-en-11-one 
Probucol 
Propane 
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Propane(dithioic) acid 
Propanedioic acid 
Propanetriol 
Prosta-5,13-dien-1-oic acid 
Pyrazine 
Pyridine 
Pyrido[1,2-c]pyrimidin-3-one 
Pyrrole-2-carboxylic acid 
Ribonic acid 
succinate 
Succinic acid 
Sulphuric acid 
t-Butyl-(4-methyl-dodec-3-enyloxy) 
t-Butyl[3-methyl-3-(4-methyl-pent-3-enyl)-oxiran-2-yl]-methanone 
Tetradecan-1-ol 
tetradecane 
Tetrapentacontane 
thiodiglycol 
Thymol-d-glucopyranoside 
trans-2,3-Epoxydecane 
trans-2,3-Epoxynonane 
undecane 
Undecanoic acid 
Undecenoic acid 
Uridine 
Valeric acid 
Xylitol 
Yohimbine 
Z-8-Tetradecen-1-ol acetate 
Zirconium 
1,1-diethoxy-Ethane 
1,2,3-Propanetricarboxylic acid 
2,3,4-trimethyl-Hexane 
2-Butenedioic acid 
2-methyl-Octane 
2-Piperidinecarboxylic acid 
3,7-dimethyl-1-Octanol 
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Arabinofuranose 
D-Glucuronic acid 
D-Mannitol 
D-Xylopyranose 
d-Xylose 
l-Lysine 
L-Methionine 
L-Proline 
Lyxose 
Malonic acid 
Nitric acid 
Nonadecane 
Penicillamine 
Phlorizin 
Ribitol 
Tyrosine 
 


