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RESUMO 
A doença de Alzheimer envolve comprometimento da neurotransmissão colinérgica, tornando a 
acetilcolinesterase (AChE) um importante alvo farmacológico. Produtos naturais marinhos 
constituem fonte relevante para bioprospecção de moléculas bioativas. Este estudo avaliou extratos 
das cepas bacterianas marinhas APA04 e APA06G em ensaios de atividade da AChE. As cepas foram 
cultivadas em meio MOLP, submetidas a extrações com acetato de etila e butanol e avaliadas pelo 
método de Ellman, utilizando galantamina como controle positivo e MOLP estéril como controle. O 
extrato de APA04 foi posteriormente fracionado por cromatografia flash. Entre as condições 
avaliadas, a fração Hexano/AcOEt 7:3 de APA04 apresentou o resultado mais promissor em relação 
ao respectivo controle MOLP. Entretanto, a resposta também observada no meio de cultivo impede 
atribuir o comportamento exclusivamente à cepa bacteriana ou a um metabólito específico. Os 
resultados permitiram delimitar uma fração de interesse e reforçaram a importância dos controles 
correspondentes na interpretação dos ensaios. 
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INTRODUÇÃO 

 
A doença de Alzheimer (DA) é uma condição neurodegenerativa progressiva e multifatorial, 

caracterizada pelo comprometimento gradual das funções cognitivas e pela perda de autonomia. 
Entre as alterações neuroquímicas relacionadas à doença destaca-se o comprometimento da 
neurotransmissão colinérgica. A acetilcolinesterase (AChE), responsável pela hidrólise da acetilcolina 
na fenda sináptica, constitui um dos alvos farmacológicos utilizados no tratamento sintomático da 
DA. Sua inibição aumenta a disponibilidade sináptica de acetilcolina, mecanismo explorado por 
medicamentos como a galantamina (Forlenza, 2005). 

Embora existam terapias farmacológicas disponíveis, permanece relevante a investigação de 
novas moléculas biologicamente ativas. Nesse contexto, produtos naturais de origem marinha 
representam uma importante fonte de diversidade química para a descoberta de substâncias de 
interesse farmacológico. Microrganismos associados ao ambiente marinho podem produzir 
metabólitos secundários estruturalmente diversos e com diferentes propriedades biológicas, 
favorecendo sua utilização em estratégias de bioprospecção (Kelecom, 2002; Hughes & Fenical, 
2010). 

Bactérias marinhas apresentam especial interesse por poderem ser cultivadas em condições 
laboratoriais, possibilitando a obtenção de extratos e o estudo sistemático dos compostos produzidos. 
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Entretanto, a interpretação de ensaios realizados com extratos microbianos exige controles 
adequados, uma vez que componentes provenientes do próprio meio de cultivo também podem ser 
recuperados durante os procedimentos de extração e interferir nas respostas observadas. 

Diante desse contexto, foram investigados extratos das cepas bacterianas marinhas APA04 e 
APA06G, utilizando diferentes estratégias de extração, fracionamento e avaliação da atividade da 
AChE, buscando identificar amostras ou frações de interesse para investigação química e biológica. 

 

OBJETIVO 
 
Avaliar extratos das cepas bacterianas marinhas APA04 e APA06G em ensaios de atividade da 

acetilcolinesterase, utilizando diferentes estratégias de extração e fracionamento, com o objetivo de 
identificar amostras ou frações de interesse para investigação de possíveis componentes bioativos. 

 
MÉTODO 

 
As cepas bacterianas marinhas APA04 e APA06G foram cultivadas em meio MOLP. Após o 

crescimento, as culturas foram centrifugadas para separação das células e obtenção dos 
sobrenadantes. Inicialmente, os sobrenadantes foram submetidos à extração líquido-líquido com 
acetato de etila (AcOEt), seguida da concentração da fase orgânica. O meio MOLP estéril foi submetido 
ao mesmo procedimento de extração e utilizado como controle. 

A galantamina foi empregada como controle positivo e obtida a partir de comprimidos 
comerciais de bromidrato de galantamina. O princípio ativo foi submetido à extração ácido-base 
seguida de extração líquido-líquido com clorofórmio. Posteriormente, a galantamina foi purificada 
por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) em coluna de fase reversa C18 e sua identidade 
foi avaliada por espectrometria de massas em tandem com ionização por eletrospray (MS/MS-ESI). 

A atividade da AChE foi investigada pelo método colorimétrico de Ellman, utilizando iodeto 
de acetiltiocolina como substrato e DTNB como reagente cromogênico. Os ensaios foram realizados 
em triplicata. Na primeira etapa, a galantamina foi avaliada entre 0,0156 e 1,0 mg.mL⁻¹, enquanto 
MOLP, APA04 e APA06G foram avaliados entre 0,10 e 2,0 mg.mL⁻¹. 

Na continuidade do estudo, novas extrações foram realizadas utilizando butanol (BuOH). 
Nessa etapa, os extratos de MOLP, APA04 e APA06G foram avaliados a 6,0 mg.mL⁻¹, enquanto a 
galantamina foi avaliada a 1,0 mg.mL⁻¹. Posteriormente, o extrato obtido com AcOEt foi submetido ao 
fracionamento por cromatografia flash (CCFlash), empregando sistemas constituídos por hexano e 
acetato de etila. As frações Hexano/AcOEt 7:3 e Hexano/AcOEt 1:1 de APA04 e do respectivo controle 
MOLP foram avaliadas pelo ensaio de Ellman na concentração de 1,6 mg.mL⁻¹.  

 
RESULTADOS 

 
A galantamina apresentou aumento progressivo do percentual de inibição conforme o 

aumento da concentração. Na etapa inicial, foram registrados percentuais de 18,56%, 24,83%, 
39,20%, 53,35%, 68,72%, 90,16% e 98,18% nas concentrações de 0,0156; 0,0313; 0,0625; 0,1250; 
0,2500; 0,5000 e 1,0000 mg.mL⁻¹, respectivamente. 

Na avaliação inicial dos extratos obtidos com AcOEt, considerando a concentração de 2,0 
mg.mL⁻¹, foram registrados percentuais de 52,08% para o controle MOLP, 56,48% para APA04 e 
37,88% para APA06G. Embora APA04 tenha apresentado percentual superior ao controle nessa 
condição, a proximidade entre os valores não permitiu atribuir a resposta exclusivamente à cepa 
bacteriana. 
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Na segunda etapa, utilizando BuOH e concentração de 6,0 mg.mL⁻¹, foram observados 
percentuais de 82,30% para MOLP, 71,79% para APA04 e 66,90% para APA06G. A galantamina, 
avaliada a 1,0 mg.mL⁻¹, apresentou 96,55%. Como as concentrações utilizadas nessa etapa diferiram 
das empregadas na primeira extração, os percentuais entre as duas etapas não foram considerados 
diretamente comparáveis. 

Após o fracionamento por CCFlash, as frações foram avaliadas a 1,6 mg.mL⁻¹. Na condição 
Hexano/AcOEt 7:3, foram observados percentuais de 87,36% para APA04 e 70,19% para o controle 
MOLP. Na condição Hexano/AcOEt 1:1, foram registrados 76,95% para APA04 e 72,85% para MOLP. 
Os principais resultados encontram-se sintetizados na Tabela 1. 
 
Tabela 1 
Síntese dos principais resultados obtidos nas diferentes etapas experimentais 

Amostra Etapa 1 – AcOEt¹ Etapa 2 – BuOH² 
CCFlash Hex/AcOEt 

7:3³ 
CCFlash Hex/AcOEt 

1:1³ 
Galantamina 98,18% 96,55% — — 

MOLP 52,08% 82,30% 70,19% 72,85% 
APA04 56,48% 71,79% 87,36% 76,95% 

APA06G 37,88% 66,90% — — 
Nota. ¹ Galantamina: 1,0 mg.mL⁻¹; MOLP e extratos: 2,0 mg.mL⁻¹. ² Galantamina: 1,0 mg.mL⁻¹; MOLP 
e extratos: 6,0 mg.mL⁻¹. ³ MOLP e frações: 1,6 mg.mL⁻¹. 
Fonte: Resultados experimentais do projeto (2026). 

 
Entre as condições avaliadas após o fracionamento, a fração Hexano/AcOEt 7:3 de APA04 

apresentou a maior diferenciação em relação ao respectivo controle MOLP, constituindo o resultado 
mais promissor dessa etapa. Entretanto, a presença de resposta relevante no próprio MOLP 
permaneceu como fator limitante para a interpretação dos resultados. 

 
CONCLUSÃO 

 
A avaliação progressiva dos extratos das cepas bacterianas marinhas APA04 e APA06G 

permitiu avançar da triagem inicial para diferentes estratégias de extração e fracionamento 
cromatográfico. Entre as condições estudadas após o fracionamento, a fração de APA04 obtida em 
Hexano/AcOEt 7:3 apresentou o resultado mais promissor em comparação ao respectivo controle 
MOLP. 

Entretanto, a resposta observada também no meio de cultivo representa uma limitação 
fundamental para a interpretação dos achados. Os resultados não permitem atribuir o 
comportamento registrado exclusivamente à APA04, demonstrar atividade anticolinesterásica 
específica da cepa ou relacionar a resposta a determinado metabólito bacteriano. 

O estudo permitiu, portanto, delimitar uma fração de interesse e evidenciou a importância do 
processamento de controles correspondentes na investigação de extratos microbianos. Os resultados 
obtidos constituem contribuição para a compreensão experimental dessas amostras e demonstram 
que a caracterização química seria necessária para determinar a origem dos componentes 
relacionados à resposta observada. 
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