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RESUMO

A agricultura e a pecudria sdo setores fundamentais para a economia brasileira, tornando a seguranca
de produtos como leite e carnes uma questdo relevante diante de infec¢bes causadas por
microrganismos. Nesse contexto, este projeto avaliou o potencial antimicrobiano de duas cepas de
bactérias marinhas, APA04 e APA06G, isoladas de 4guas associadas a corais do litoral brasileiro. Por
sua relacdo com macroorganismos, essas bactérias apresentam potencial para produzir metabdlitos
bioativos de interesse biotecnoldgico. O estudo investigou a atividade antibacteriana das cepas e de
seus extratos e fracoes frente a Staphylococcus aureus 117 e 118, além da atividade antifingica contra
Candida albicans e Candida krusei. Foram realizados cultivos bacterianos, obtencdo de extratos e
fracionamento do sobrenadante, seguidos de andlise por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS). Ensaios in vitro também foram conduzidos para determinar a
concentragao inibitéria minima (CIM) dos extratos e fragdes frente aos microrganismos avaliados.
Palavras-chave: HPLC-MS. Bactérias marinhas. Metabolomica. Antimicrobianos. Surfactinas.

INTRODUCAO

A producio farmacéutica moderna de antibiéticos depende, em grande parte, de modificacdes
semissintéticas de produtos naturais antimicrobianos de origem terrestre. Entretanto, a crescente
resisténcia bacteriana e a lenta progressdo no desenvolvimento de novas propostas terapéuticas
evidenciam a necessidade de explorar fontes alternativas de compostos bioativos (Hughes & Fenical,
2010; Romero et al., 2011). Esse cendrio é particularmente relevante na saide animal, considerando
a ocorréncia de bactérias resistentes associadas a infec¢des como a mastite bovina (SOUZA et al,,
2016). Nesse contexto, os produtos naturais de origem marinha representam uma fonte promissora
de novos agentes antimicrobianos.

Os organismos marinhos estdo constantemente expostos a microrganismos e desenvolveram
mecanismos de defesa quimica baseados na produgido de diferentes compostos bioativos. Muitos
desses metabolitos sdo produzidos por comunidades microbianas associadas, contribuindo para o
controle da microbiota e para a competicdo por espaco (Piel, 2009; Xu-Wen, 2020). Bactérias
associadas a invertebrados marinhos podem produzir metabdlitos secundarios, como peptideos,
policetideos, terpenos e alcaloides, com diversas atividades biologicas. Além disso, a producio desses
compostos pode ocorrer em condi¢des laboratoriais, favorecendo sua exploracdo biotecnologica
(Penesyan et al., 2010; Kelecom, 2002).

A relevancia dos produtos naturais marinhos é evidenciada pela identificagio de moléculas
com atividades antibacteriana, antiviral, antitumoral e anti-inflamatéria (Mayer et al., 2013). Entre os
compostos produzidos por microrganismos associados a organismos marinhos, destacam-se
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moléculas de interesse farmacologico, como briostatinas e pseudopterosinas (Synnes, 2007; Haefner,
2003).

A agricultura e a pecudria sdo setores essenciais da economia brasileira, e as doencas
infecciosas representam um importante desafio para a manutencdo da produtividade e da seguranca
desses sistemas (BRASIL, 2014). Dessa forma, este projeto realizou a bioprospeccdo, por meio de
estudo metabolémico, de metabdlitos produzidos pelas cepas marinhas APA04 e APA06G, isoladas de
corais do litoral brasileiro, visando identificar moléculas com potencial antimicrobiano e possivel
aplicagdo no controle de infeccdes em animais de producio.

OBJETIVO

Identificar e caracterizar as surfactinas presentes nas fracdes de acetato de etila das bactérias
marinhas APAO4 e APA06G, avaliando seu potencial antimicrobiano, especialmente contra agentes
etiologicos associados a infeccdes em animais de producgdo, como Staphylococcus aureus causador de
mastite bovina.

METODO

As cepas marinhas APA04 e APA06G foram cultivadas em Meio Otimo para Producio de
Lipopeptideos (MOLP), enquanto Staphylococcus aureus (117 e 118) e Enterobacter cloacae foram
cultivados em meio Mueller-Hinton (MH), e Candida albicans e Candida krusei em meio YPD. A
atividade antimicrobiana das cepas marinhas foi inicialmente avaliada por antibiograma frente aos
microrganismos testados. Ap6s o preparo dos indculos, estes foram ajustados para OD entre 0,6 e 0,7
e utilizados para formacao de tapetes microbianos. As cepas APA04 e APA06G foram aplicadas em
triplicata sobre os tapetes, juntamente com controles positivo e negativo. Apds incubagao, foram
avaliados os halos de inibi¢do. O mesmo procedimento foi realizado com os sobrenadantes obtidos
apds centrifugacao.

Posteriormente, as cepas APA04 e APA06G foram cultivadas em maior escala (250 mL), e as
células foram removidas por centrifugacdo. Os sobrenadantes foram submetidos a extracdo liquido-
liquido utilizando acetato de etila (AcOEt) e butanol (BuOH), e os extratos foram concentrados por
evaporacdo em rotaevaporador. O extrato residual aquoso foi congelado e liofilizado. Os extratos
obtidos também foram avaliados por antibiograma, utilizando o meio MOLP sem in6culo como
controle. O extrato de AcOEt de APA04 e do MOLP foi posteriormente submetido a cromatografia em
coluna flash (CCFlash), utilizando hexano, AcOEt e metanol em diferentes gradientes de polaridade:
hexano 100%, hexano/AcOEt 9:1, 7:3 e 1:1, AcOEt 100% e AcOEt/metanol 1:1. As fragdes obtidas
foram concentradas por evaporagdo em rotaevaporador e SpeedVac.

A atividade das fracdes e extratos foi posteriormente avaliada por ensaios de concentragio
inibitéria minima (CIM). Para isso, os microrganismos foram cultivados, e os inéculos foram
preparados e ajustados até OD 0,1 a 600 nm. Apo6s diluicdo de 100 vezes, 50 pL da suspensao celular
foram adicionados a cada pogo juntamente com 50 pL das fracdes testadas. Foram avaliadas sete
concentragdes por diluicdo seriada, em triplicata. Para E. cloacae, foram utilizados os extratos de
AcOEt de APA04, APAO6G e MOLP; para S. aureus (117 e 118), C. albicans e C. krusei, foram utilizados
os extratos de APA04, APAO6G e MOLP, além das fragdes cromatograficas de APA04 e MOLP.

Por fim, os extratos foram analisados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS), permitindo a deteccdo das moléculas presentes no meio MOLP e produzidas
pelas cepas APA04 e APAO6G. Os dados obtidos foram comparados a base Global Natural Products
Social Molecular Networking (GNPS2), possibilitando a anotagdo dos metabdlitos, o mapeamento de
redes moleculares e a correlacdo das moléculas detectadas com compostos similares e atividades
biolégicas descritas na literatura.
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RESULTADOS

Os testes de antibiograma e concentracao inibitéria minima (CIM) demonstraram atividade
antimicrobiana de algumas fracdes dos extratos de acetato de etila de APA04 e do meio MOLP frente
a Staphylococcus aureus 117 e 118, Candida albicans e Candida krusei. Para S. aureus 118, a inibicdo
foi observada nas fracdes Hexano/AcOEt 9:1, 7:3 e 1:1 de APA04 e MOLP. Para S. aureus 117, foram
observadas atividades nas fracoes de APA04 Hexano/AcOEt 9:1, 7:3, 1:1 e AcOEt 100%, além das
fracdes de MOLP Hexano/AcOEt 7:3 e 1:1.

Para C. albicans, a atividade foi observada nas fracdes Hexano/AcOEt 9:1, 7:3 e 1:1 de APA04
e MOLP, além de AcOEt 100% e AcOEt/Metanol 1:1 de APA04. Para C. krusei, foram observadas
atividades nas fracdoes Hexano/AcOEt9:1,7:3 e 1:1 de APA04 e MOLP, além de AcOEt 100% de APA04.

Tabela 1.
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) das fragées de APA04 obtidas por CCFlash contra os fungos
estudados.
Candida albicans Candida krusei
Hexano/AcOEt (9:1) - APA04 106,2 ug/mL 106,2 ug/mL
Hexano/AcOEt (7:3) - APAO4 212,5 ug/mL 53,1 ug/mL
Hexano/AcOEt (1:1) - APAO4 212,5 ug/mL 106,2 ug/mL
AcOEt 100%- APAO4 425 ug/mL 212,5ug/mL
Anfotericina B 53,1 ug/mL 53,1 ug/mL

Nota. CIM = concentragio inibitéria minima; CCFlash = cromatografia em coluna flash; AcOEt =
acetato de etila. Os valores estdo expressos em pg/mL.
Fonte. Resultados experimentais do projeto (2026).

Tabela 2.
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) das fragdes de MOLP obtidas por CCFlash contra os fungos
estudados.
Candida albicans Candida krusei

Hexano/AcOEt (9:1) - MOLP 212,5ug/mL 212,5ug/mL

Hexano/AcOEt (7:3) - MOLP 212,5 ug/mL 106,2 ug/mL

Hexano/AcOEt (1:1) - MOLP 212,5 ug/mL 106,2 ug/mL

Anfotericina B 53,1 ug/mL 53,1 ug/mL

Nota. CIM = concentragdo inibitéria minima; CCFlash = cromatografia em coluna flash; AcOEt =
acetato de etila. Os valores estdo expressos em pg/mL.
Fonte. Resultados experimentais do projeto (2026).

Das moléculas detectadas por meio da LC-MS/MS, destaca-se as presentes apenas nos
extratos de acetato de etila da APA06G e APA04 (ndo detectadas no meio controle MOLP) similares a
Surfactina D com base em seu peso molecular (1036,363 u), indicando a presenca da mesma ou de
moléculas homoélogas a essa, como a Surfactina B ou C. Na analise metabolomica do ext. AcOEt de
APA06G, os metabdlitos similares reconhecidos possuiam peso molecular de 1050,7 u (presenca
adicional de um carbono e dois hidrogénios), 1064.7203 u (presenca adicional de dois carbonos e
quatro hidrogénios) e 1078,7362 u (presenca adicional de trés carbonos e seis hidrogénios). Ja o ext.
AcOEt de APA0O4 apresentou metabélitos de 1036,6888 (presenca adicional de um carbono e dois
hidrogénios) e 1050,705 u (presencga adicional de um carbono e dois hidrogénios). A Surfactina D é
um peptideo ciclico com atividade antimicrobiana confirmada de peso molecular de 1036,363 u e
férmula molecular Cs4HosN7013 (Singh et al.,, 2004).

V Congresso de Iniciacdo Cientifica | IV Mostra do Stricto Sensu | UCB


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C54H95N7O13

© Iniciacao Cientifica e Tecnologica

. do Stricto Sensu
Universidade Catolica de Brasilia

CONCLUSAO

As cepas marinhas APA04 e APA06G demonstraram potencial para a producao de metabdlitos
com atividade antimicrobiana frente aos microrganismos avaliados, destacando-se a presenca de
moléculas compativeis com surfactinas nos extratos de acetato de etila. As analises por LC-MS/MS
permitiram detectar moléculas analogas a Surfactina D nos extratos de ambas as cepas, ndo
observadas no meio controle MOLP. Além disso, algumas fra¢des apresentaram atividade inibitéria
contra Staphylococcus aureus 117 e 118, Candida albicans e Candida krusei. Esses resultados reforcam
o potencial biotecnoldgico das cepas APA0O4 e APAO6G como fontes de lipopeptideos bioativos e
indicam a necessidade de estudos adicionais para confirmar a identidade estrutural das surfactinas
detectadas e avaliar seu potencial antimicrobiano.
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