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RESUMO 

FIGUEIREDO, L. F. Estratégia de pré-fracionamento e bioensaios para a 
triagem de produtos naturais de cianobactérias brasileiras. 2023. Trabalho 
de Conclusão de Curso de Farmácia-Bioquímica – Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas – Universidade de São Paulo, São Paulo, 2023. 

Palavras-chave: Cianobactéria; metabólitos secundários; antimicrobianos; 

Produtos naturais oferecem um amplo espectro de oportunidades para a 
descoberta de antibióticos. Apesar disso, a aparente incompatibilidade dos 
extratos biológicos com triagens por high-throughput screening e o aumento da 
“redescoberta” de compostos representam obstáculos para a identificação de 
novos antimicrobianos. Cianobactérias são produtoras prolíficas de metabólitos 
secundários, porém seu potencial farmacêutico ainda é pouco estudado. 
Estratégias de pré-fracionamento podem possibilitar a redução da complexidade 
química de extratos e uma melhor compatibilidade com o bioensaio. Nesse 
sentido, o presente trabalho se propõe a explorar o potencial das cianobactérias 
como fonte de novos antimicrobianos, através do uso de estratégias de pré-
fracionamento e triagem guiada por bioatividade, e investigando como 
pequenas concentrações de antibióticos presentes nos extratos biológicos 
podem afetar o desenvolvimento bacteriano nos bioensaios. Primeiramente foi 
feita a investigação da cinética de crescimento bacteriano das linhagens Bacillus 
subtilis e Escherichia coli frente a diferentes concentrações de antibióticos 
conhecidos, afim de determinar como pequenas concentrações de 
antimicrobianos iriam influenciar o crescimento bacteriano. As placas foram 
incubadas por 24 horas com leituras automáticas a cada 10 minutos. 
Posteriormente, extratos de cianobactérias brasileiras foram pré-fracionados 
por extração em fase sólida, utilizando resina HP20SS e gradiente de 
isopropanol e água. Os extratos e frações foram analisados em ensaios de 
atividade antimicrobiana. Através das análises da cinética de crescimento com 
antimicrobianos padronizados foi possível observar que concentrações até 50x 
menores que o MIC podem ser capazes de interferir no desenvolvimento 
bacteriano, atrasando a fase log e diminuindo a inclinação da curva de 
crescimento. Dos 9 extratos fracionados, 6 obtiveram um rendimento do 
processo superior à 70%. Dentre as 9 linhagens analisadas, 4 apresentaram 
amostras com atividade frente a B. subtilis e nenhuma frente a E. coli. A curva 
de crescimento bacteriano pode ser utilizada como uma ferramenta na triagem 
de extratos biológicos para atividade antimicrobiana, visando à identificação da 
presença de antimicrobianos em concentrações mínimas. O método de pré-
fracionamento foi considerado eficaz, separando os compostos do extrato em 
frações de menor complexidade química e beneficiando os bioensaios. 
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1. Introdução  

Agentes antimicrobianos são definidos como substâncias de origem 

natural ou sintética, que possuem a capacidade de destruir ou inibir o 

crescimento de microrganismos (Tavares, 2014). Estes compostos são 

indispensáveis para o tratamento de infecções, sendo uma das classes de 

fármacos mais comumente prescritas (Sancho, 2022). 

Desde o início do século XX, a descoberta de antibióticos permitiu grande 

avanço no tratamento de infecções bacterianas. Começando com o trabalho de 

Paul Ehrlich, considerado o pai da quimioterapia (Nogueira et al., 2009). Ehrlich 

criou o conceito da “magic bullet”, um dos fundamentos da farmacologia, que 

seria um fármaco ideal que atinja seu alvo, sem provocar efeitos colaterais ou 

afetar negativamente o paciente (Aminov, 2010). Seu estudo sobre colorações 

histológicas, em 1910, levou à identificação do salvarsan, efetivo para o 

tratamento de sífilis e sendo um dos primeiros antibióticos de origem sintética 

(Gould, 2016). 

Alguns anos depois, o médico e bacteriologista Alexander Fleming 

retornava da Primeira Guerra Mundial, quando iniciou sua pesquisa em busca 

de um fármaco para o tratamento das infecções dos soldados feridos em 

batalha. Suas observações permitiram a descoberta do primeiro antibiótico de 

origem natural, a penicilina. O isolamento da penicilina, em 1939, representou a 

introdução dos antimicrobianos modernos (Gaynes, 2017). A humanidade 

entrava numa fase exponencial de descoberta desses compostos, atingindo seu 

ápice entre 1950 e 1960 (Hutchings et al., 2019). A chamada “era de ouro dos 

antibióticos” resultou na descoberta de mais da metade dos antibióticos 

utilizados atualmente. A introdução dos antibióticos permitiu o aumento da 

qualidade e expectativa de vida, não se limitando somente ao cuidado humano, 

mas também sendo amplamente empregados na pecuária (Hegemann, 2023).  

Em razão dos benefícios proporcionados pela utilização de antibióticos, é 

possível observar, retrospectivamente, que sua administração se tornou 

excessiva e indiscriminada (Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022; 

Hegemann, 2023).  
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O Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da USP, em 2014, 

reportou possivelmente o primeiro caso brasileiro de Staphylococcus aureus 

resistente à vancomicina. A linhagem, que já é resistente à meticilina, adquiriu 

resistência à vancomicina após receber o gene “vanA” (Rossi et al, 2014). O 

grupo “Antimicrobial Resistance Collaborators” pode estimar, através da 

realização de um estudo estatístico preditivo, que somente no ano de 2019 

foram identificadas 4,95 milhões de mortes associadas a infeções bacterianas 

resistentes. Dados como estes demonstram que o amplo espectro de 

antibióticos existentes hoje não mais constitui uma barreira eficaz contra a 

ameaça das infecções bacterianas (Antimicrobial Resistance Collaborators, 

2022). 

Produtos naturais oferecem oportunidades para a descoberta de novas 

moléculas com aplicações terapêuticas e biotecnológicas (Clardy e Walsh, 2004; 

Cragg e Newman, 2013). Antimicrobianos de origem natural e seus derivados 

representam a maior parte dos antibióticos de uso clínico. 70% das 126 

pequenas moléculas aprovadas entre 1981 e 2019, para uso como antibióticos, 

têm alguma relação com compostos naturais, incluindo produtos naturais não 

modificados, derivados semissintéticos e fármacos sintéticos inspirados em 

esqueletos químicos naturais (Newman e Cragg, 2020).  

Apesar de sua relevância, o interesse das indústrias farmacêuticas nos 

produtos naturais diminuiu significativamente nas últimas três décadas (Harvey 

et al, 2015; Li e Vederas, 2009). A aparente incompatibilidade dos extratos 

biológicos com triagens por HTS (high-throughput screening), somada ao 

aumento da “redescoberta” de compostos, contribuíram para o desinteresse do 

setor (Bisson et al., 2016; Harvey, Edrada-Ebel e Quinn, 2015; Koehn e Carter, 

2005; Li et al., 2019; Le e Vederas, 2009; Pye et al., 2017).   

Extratos biológicos são, em geral, misturas complexas, contendo 

centenas (ou até milhares) de substâncias, dentre elas, compostos que formam 

agregados, pigmentos e outros artefatos que podem interferir em bioensaios 

(Bisson et al., 2016). A ampla faixa de concentrações dos produtos naturais nos 

extratos representa um dos maiores desafios para a compatibilização com 

ensaios biológicos e triagens por HTS, levantando questões sobre sua 
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sensibilidade a moléculas bioativas em baixos níveis (Bugni et al., 2008). 

Antibióticos em concentrações inferiores à mínima inibitória (MIC) ainda são 

capazes de interferir na formação de biofilme e reduzir o crescimento bacteriano 

(Wojnicz e Tichaczek-Goska, 2012). Nesse sentido, explorar como baixas 

concentrações de antimicrobianos impactam o desenvolvimento bacteriano é 

um passo importante na compatibilização de extratos biológicos com bioensaios 

em high-throughput screening. 

O desenvolvimento de novas estratégias de bio e químioprospecção, 

somadas à exploração de organismos ainda pouco estudados, contribuíram 

para revitalizar o interesse nos produtos naturais (Clardy e Walsh, 2004). 

Estratégias de pré-fracionamento foram desenvolvidas para a simplificação de 

extratos biológicos, aumentando sua compatibilidade com plataformas HTS 

(Bugni et al., 2008; Harvey, Edrada-Ebel e Quinn, 2015). Os ensaios biológicos 

utilizados também passaram a ser questionados e adaptados para os desafios 

específicos das triagens de produtos naturais (Fallarero, Hanski e Vuorela, 

2014). É importante mencionar ainda o desenvolvimento de diversas técnicas 

de desreplicação, metabolômica e genômica, que expandiram as fronteiras da 

pesquisa em produtos naturais (Covington, Mclean e Bachmann, 2017; 

Gaudêncio e Pereira, 2015; Tawfike, Viegelmann e Edrada-Ebel, 2013; Zhang 

et al., 2017). Além das inovações tecnológicas, a ampliação da diversidade 

biológica analisada é imprescindível. Organismos pouco explorados oferecem 

oportunidades para a descoberta de moléculas bioativas (Pye et al., 2017). 

As cianobactérias, popularmente chamadas de algas azuis, constituem 

um grupo particular dentre os procariotos. São consideradas uma das primeiras 

formas de vida do planeta, com registros fósseis datados de 3,5 bilhões de anos 

(Damazio, 2006). Cianobactérias são encontradas nos mais diversos habitats: 

terrestre, marinho, em água doce e salobra. São também, capazes de sobreviver 

a condições hostis como seca, alta salinidade e alta temperatura (Kehr, Picchi e 

Dittmann, 2011). Estes microrganismos não apresentam núcleo nem plastos, 

entretanto a presença de pigmentos como a clorofila e ficobilinas, associados a 

estruturas como tilacóides, lhes conferem a capacidade de realizar fotossíntese 

(Sant’anna, C L et al., 2011). 
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O Brasil ocupa uma posição privilegiada no contexto da diversidade 

biológica, destacando-se como um dos 17 países megadiversos. Seu território 

detém 13% de todas as espécies identificadas no mundo, e possui a segunda 

maior variedade de espécies endêmicas em valor absoluto (Pimentel et al., 

2015). São identificadas, apenas na Mata Atlântica, mais de 8,000 espécies 

endêmicas de plantas vasculares, anfíbios, répteis, aves e mamíferos (Vale et 

al., 2009). Em relação às cianobactérias, até 2015 foram registradas 4.747 

espécies presentes no território brasileiro (Menezes, M et al. 2015), sendo as 

regiões Sudeste e Sul consideradas as mais estudadas. 

Além de sua importância ecológica como produtores de metabólitos 

primários, cianobactérias são produtoras prolíficas de metabólitos secundários. 

Já se tem registro de diversos compostos bioativos produzidos por estes 

organismos que possuem atividade antibacteriana (Shishido et al., 2019). 

Dentre as principais classes de compostos antimicrobianos identificados a partir 

de cianobactérias estão os policetídeos, peptídeos, terpenos, alcalóides e 

polifenóis (Carpine e Sieber, 2021). No grupo dos policetídeos, podemos 

destacar principalmente os carbamidociclofanos, que demostraram 

concentrações mínimas inibitórias em grandeza nanomolar frente a 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) (Preisitsch et al., 2015; 

Carpine e Sieber, 2021). Já quanto aos alcalóides, compostos como as 

ambiguinas, fischerindoles e fischerellinas, que possuem estrutura similar do 

tipo hapalindol, foram identificados em diversos gêneros de cianobactérias e 

demonstraram potente atividade frente a bactérias Gram-negativas e Gram-

positivas (Levitsky et al., 2016; Carpine e Sieber, 2021). 

Em 2010, um estudo feito pela Universidade de São Paulo demonstrou o 

potencial farmacológico desses organismos. Na pesquisa realizada, foram 

testados extratos de 50 espécies de cianobactérias pertencentes às ordens 

Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales e Stigonematales. Dentre os extratos 

testados, 30% apresentaram atividade contra bactérias Gram-positivas e 17% 

contra gram-negativas. Desta forma, 48% das espécies avaliadas apresentaram 

capacidade de produção de compostos antimicrobianos (Silva-Stenico et al., 

2011). Apesar da ampla biodiversidade e potencial farmacêutico representado 
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pelas cianobactérias, seu estudo ainda é incipiente em nosso país. Alguns 

poucos estudos puderam identificar o potencial das cianobactérias brasileiras 

como fonte de produtos naturais com atividade antimicrobiana (Shishido et al., 

2019; Silva-Stenico et al., 2011).  

A fim de aprofundar a investigação do potencial dos produtos naturais e 

sua compatibilidade com bioensaios em modelo HTS, o presente trabalho se 

propõe a realizar a bioprospecção de extratos obtidos de cianobactérias 

brasileiras com foco em atividade antimicrobiana, explorando como baixas 

concentrações de antibióticos podem impactar o desenvolvimento bacteriano e 

se utilizando de estratégias de pré-fracionamento e triagem guiada por 

bioatividade.    

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral  

Realizar o pré-fracionamento e a triagem de extratos e frações contendo 

produtos naturais de cianobactérias brasileiras em bioensaio de atividade 

antimicrobiana, bem como investigar como baixas concentrações de compostos 

antimicrobianos podem afetar o crescimento bacteriano. 

2.2 Objetivos Específicos  

● Investigar o perfil de crescimento bacteriano frente à diferentes 

concentrações de antimicrobianos conhecidos; 

● Realizar o pré-fracionamento de extratos cianobacterianos;  

● Testar os extratos e frações cianobacterianos em bioensaios de atividade 

antimicrobiana; 

3. Material e Métodos  

3.1 Material Biológico, Cultivo e Extração 

As linhagens investigadas nesse estudo (Quadro 1) compõem a Coleção 

de Culturas de Cianobactérias do Instituto de Botânica (CCIBt), sob curadoria 

da Profa. Célia Sant’Anna (cadastro da atividade de acesso no Sisgen 

A531C68). Seu cultivo e extração foram realizados com o auxílio do Me. Márcio 

Weiss e do estudante de iniciação científica João Pedro Brandão. As linhagens 
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foram cultivadas por oito semanas sob aeração estéril a temperatura de 25 ºC e 

irradiação de 40 μmol fótons.m-2.s-1. Após esse período, as biomassas foram 

coletadas e liofilizadas. Os extratos foram obtidos através da maceração das 

biomassas liofilizadas com 200 mL diclorometano:metanol 1:1 em Erlenmeyers 

de 500 mL (3x). Extratos foram filtrados, concentrados em rotaevaporador e 

transferidos para vials de vidro pré-pesados, onde foram secos sob fluxo de 

nitrogênio. 

Quadro 1 – Linhagens de cianobactérias 

Linhagem Local de coleta Meio de cultivo 

CCIBt3551 Brasilonema octagenarum Mata Atlântica do Parque Estadual da Ilha Cardoso, 

Cananéia - SP 

BG-11 

CCIBt3320 Calothrix sp. Mata Atlântica do Parque Estadual da Serra do Mar, 

Núcleo Santa Virgínia, São Luiz do Paraitinga- SP 

BG-0 

CCIBt3265 Desertifilum tharense Pantanal de Nhecolândia, Corumbá - MS BG-11 

CCIBt3214 Anagnostidinema 

amphibium 

Mata Atlântica, Reservatório Billings, Estado de São 

Paulo 

ASM-1 

CCIBt3496 Myxosarcina sp. Estação Ecológica de Juréia-Itatins, Peruíbe - SP BG-11 

CCIBt3338 Leptolyngbya sp.  Cerrado, Pirassununga – SP BG-11 

CCIBt3307 Komarekiella atlantica Mata Atlântica do Parque Estadual da Serra do Mar, 

Núcleo Santa Virgínia, São Luiz do Paraitinga - SP 

BG-0 

CCIBt3275 Desertifilum tharense Pantanal de Nhecolândia, Corumbá - MS BG-11 

CCIBt3329 Nostoc sp. Cerrado, Pirassununga – SP BG-0 

Fonte: Leonardo de Faria Figueiredo, 2023 (autoral) 

3.2 Pré-fracionamento de Extratos 

Os extratos foram pré-fracionados por SPE, utilizando resina HP20SS 

(proporção resina:extrato no mínimo 10:1) e gradiente de isopropanol e água 

(IPA:H2O, 0:100, 20:80, 40:60, 70:30, 90:10 e 100:0) (CRNKOVIC, 2018). As 

frações foram secas sob fluxo de nitrogênio e armazenadas em vials de 4 mL 

pré-pesados para composição de biblioteca de frações. Uma vez secos, os vials 

contendo as amostras foram pesados novamente, de forma a obter a massa 

total das frações, permitindo o cálculo do rendimento do processo. 

% 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 = (
𝑀𝑓

𝑀𝑖
) 𝑋 100 

Mi = massa inicial do extrato 

Mf = massa total das frações 
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3.3 Ensaios de Atividade Antimicrobiana  

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados com as 

linhagens Gram-positiva Bacillus subtilis PY79 e Gram-negativa Escherichia coli 

ATCC 25922, em colaboração com o Prof. Frederico José Gueiros Filho (IQ-

USP) e com o apoio do Dr. João Costa Filho.  

No dia anterior à execução do bioensaio, foi realizado o repique das 

células em ágar Luria-Bertani (LB). No dia da realização do experimento, as 

colônias foram transferidas para cerca de 300 mL de caldo Mueller-Hinton 2 com 

cátions ajustados, crescendo até a fase log, quando foram diluídas a 1x106 

UFC.mL-1, em meio igual ao do inóculo. 145 μL de suspensão bacteriana foram 

misturados com 5 μL de solução de DMSO, contendo as frações, extratos ou 

antibióticos analisados. Foi utilizado como controle negativo DMSO 3% e como 

controle positivo amoxicilina 4 μg.mL-1 Os extratos e frações foram analisados 

nas concentrações de 50 μg.mL-1, em placas de 96 poços, em triplicata. As 

leituras foram realizadas em leitor de placas Biotek Epoch, em comprimento de 

onda de 600 nm. 

Foi investigada a cinética de crescimento bacteriano frente aos seguintes 

antibióticos: tetraciclina, amoxicilina, fosfomicina, eritromicina, ampicilina, 

rifampicina, trimetoprim, espectinomicina e piperacilina, em diferentes 

concentrações e em duplicatas. Foram feitas leituras automatizadas a cada 10 

minutos, durante 24 horas, utilizando o leitor automático de placas SpectraMax 

® Paradigm em comprimento de onda de 600 nm. O percentual de inibição de 

crescimento foi calculado através da razão entre a absorbância obtida na análise 

com a presença do antimicrobiano e o respectivo controle negativo (inóculo 

adicionado de apenas DMSO) como demonstrado na seguinte fórmula: 

% 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 = (1 − (
𝑀𝑎 − 𝐵

𝐶 − 𝐵
)) 𝑋 100 

Ma = média das análises 

C = média do controle 

B = Branco 
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4. Resultados e Discussão  

4.1 Crescimento Bacteriano Frente a Antimicrobianos Conhecidos 

Quando se trata da triagem de extratos de produtos naturais em modelo 

de HTS, a ampla faixa de concentrações dos compostos nas amostras 

representa um desafio para a detecção de bioatividade usando ensaios 

biológicos (Bugni et al, 2008). Compostos presentes em baixas concentrações 

em extratos brutos podem não ser detectados em bioensaios de atividade 

antimicrobiana tradicionais. Nesse sentido, primeiramente foram feitas as 

análises da cinética de crescimento bacteriano frente a diferentes 

concentrações de antibióticos, a fim de observar como concentrações inferiores 

à mínima inibitória (MIC) iriam influenciar o crescimento bacteriano ao longo das 

24 horas. 

Foram utilizados nove antimicrobianos conhecidos, sendo eles 

amoxicilina, ampicilina, eritromicina, espectinomicina, fosfomicina, piperacilina, 

rifampicina, tetraciclina e trimetroprim. Estes compostos foram selecionados de 

forma a incluir representantes de diferentes classes e mecanismos de ação nos 

experimentos. Dentre as classes dos antibióticos escolhidas temos os 

macrolídeos, beta-lactâmicos, aminoglicosídeos, rifamicinas, tetraciclinas e 

aminopirimidínicos. Em relação às cepas bacterianas, foi selecionada uma 

linhagem Gram-positiva Bacillus subtilis PY79 e uma Grama-negativa 

Escherichia coli ATCC 25922.  

Como resultado desses experimentos, obtiveram-se gráficos que 

apresentam a variação do crescimento bacteriano ao longo das 24 horas quando 

expostos a diferentes concentrações de cada antimicrobiano. 
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4.1.1 Bacillus subtilis 

Figura 1: Curvas de crescimento de Bacillus subtilis frente a diferentes concentrações de 
antimicrobianos ao longo de 24 horas. 

 

Fonte: Leonardo de Faria Figueiredo, 2023 (autoral) 
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4.1.2 Escherichia coli 

Figura 2: Curvas de crescimento de Escherichia coli frente a diferentes concentrações 
de antimicrobianos ao longo de 24 horas. 

Fonte: Leonardo de Faria Figueiredo, 2023 (autoral) 
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Através dos gráficos, é possível observar que concentrações mínimas de 

antibióticos ainda são capazes de afetar o crescimento, seja atrasando a fase 

log de crescimento ou diminuindo a inclinação da curva. Estes fenômenos são 

melhor ilustrados na análise de crescimento de B. subtilis frente à rifampicina 

(Figura 1; Gráfico 1). 

Gráfico 1: Curvas de crescimento de Bacillus subtilis frente a diferentes concentrações de 
rifampicina. 

 

No gráfico podemos observar que, apesar do fato de 0,25 µg.mL-1 de 

rifampicina ter sido a menor concentração capaz de inibir o crescimento 

bacteriano completamente, concentrações até 50 vezes menores (0,005 µg.mL-

1) foram capazes de impactar o crescimento consideravelmente, levando ao 

atraso gradual do início da fase log quando comparadas ao controle.  

Antibióticos em concentrações baixas influenciam a cinética de 

crescimento bacteriano nas primeiras horas do bioensaio, tendo sua inibição 

superada até o fim do experimento. Em J. Chadha (2021) é descrito que 

concentrações inferiores ao MIC ainda são capazes de comprometer 

significativamente o crescimento bacteriano, aumentando a mortalidade e 

comprometendo a formação de biofilme. Esse fenômeno foi melhor observado 

nas análises com B. subtilis, sendo menos acentuado com E. coli, apesar de 

ainda presente, como pode ser observado na análise de crescimento de E. coli 

frente ao trimetoprim (Figura 2). 
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Para explicar este efeito observado nas primeiras horas do bioensaio, 

propõe-se a hipótese de que a sensibilidade bacteriana aos antibióticos está 

relacionada ao seu estado metabólico e taxa de crescimento. Eng et al. (1991) 

realizaram experimentos com a finalidade de explorar como cepas bacterianas, 

Gram-positivas e Gram-negativas, responderiam a diferentes antimicrobianos 

em concentrações variadas de nutrientes. No cultivo em meio pobre, o efeito 

bactericida observado foi mínimo, somente fluoroquinolonas obtiveram efeito 

considerável. Já em condições subótimas, foi observada boa atividade 

antimicrobiana, entretanto alguns compostos ainda apresentaram atividade 

inferior àquela observada em meio rico em nutrientes, indicando que a 

sensibilidade bacteriana está relacionada à disponibilidade de nutrientes e à taxa 

de crescimento de sua população. 

Stokes et al. (2019) fizeram uma revisão bibliográfica a fim de analisar a 

relação entre o metabolismo bacteriano e a eficácia dos antibióticos. Nesse 

artigo é descrito que, de modo geral, o efeito de antibióticos bactericidas se daria 

por meio de dano a macromoléculas intracelulares, induzindo a uma resposta na 

forma de estresse (como estresse oxidativo por radicais livres) e atividade 

metabólica elevada, levando à morte celular. Em contrapartida, antimicrobianos 

bacteriostáticos teriam sua atividade estabelecida através da redução do 

metabolismo bacteriano, agindo em mecanismos como os de tradução e redução 

da taxa de respiração celular. 

Baquero e Levin (2021) discutem os fatores que influenciam a 

farmacodinâmica e farmacocinética da ação de antibióticos. No artigo é 

estabelecido que, em geral, a taxa de morte celular é proporcional à taxa de 

crescimento máxima de sua população. Considerando que a fase log é o 

momento em que a taxa de crescimento bacteriano é máxima, podemos explicar 

a maior sensibilidade identificada durante as primeiras horas de bioensaio, 

incluindo o atraso do crescimento e diminuição da inclinação. 

A redução da inclinação da curva e crescimento bacteriano observados 

corroboram com os resultados apresentados por Lourenço e Pinto (2011). No 

artigo, foram feitos experimentos de análise de crescimento bacteriano análogos 

aos realizados no presente trabalho, concluindo-se que a taxa de crescimento 
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bacteriano e inclinação da curva de crescimento são inversamente proporcionais 

à concentração de antimicrobianos presentes no meio de cultivo. Em Theophel 

et al, (2014), ainda é relatado que a duração da fase lag de crescimento, e 

ocorrência da fase log, podem ser indicadores mais significativos da ocorrência 

atividade antimicrobiana. Nesse sentido, a análise do padrão de crescimento 

bacteriano ao longo do período do bioensaio pode ser utilizada como uma 

ferramenta na determinação da presença de compostos antimicrobianos em 

baixas concentrações, como os presentes em extratos biológicos. 

4.2 Fracionamento 

Foram fracionados extratos das linhagens CCIBt3551, CCIBt3265, 

CCIBt3320, CCIBt 3214, CCIBt 3496, CCIBt 3338, CCIBt 3307, CCIBt 3275 e 

CCIBt 3329. A partir de cada extrato, foram obtidas 7 frações. A última fração 

(F7) é feita para a limpeza da coluna de fracionamento e não é testada em 

ensaios biológicos. A massa dos extratos e suas frações foram dispostas no 

Quadro 2. 

Quadro 2 – Rendimento do fracionamento de extratos de cianobactérias 

Linhagem Extrato 

(mg) 

F1 

(mg) 

F2 

(mg) 

F3 

(mg) 

F4 

(mg) 

F5 

(mg) 

F6 

(mg) 

 F7 

(mg) 

Rendimento 

CCIBt3551 162,1 58,7 5.8 7.9 9,3 19,8 8,7 5,9 72% 

CCIBt3320 92,5 20,0 3.9 7.8 7,8 12,9 7,6 9,6 75% 

CCIBt3265 67,4 19,7 6.1 7,5 5,9 9,8 7,5 8,6 97% 

CCIBt3214 178,8 12,3 2,2 2,9 7,0 3,8 2,6 3,5 40% 

CCIBt3496 112,0 17,0 11,1 5,0 5,6 4,8 2,5 4,4 59% 

CCIBt3338 117,9 29,8 5,2 5,5 8,5 11,5 0,9 8,0 78% 

CCIBt3307 67,8 22,0 0,9 2,4 6,5 6,5 3,1 23,4 79% 

CCIBt3275 113,1 15,6 7,4 7,0 7,1 6,4 4,7 6,0 63% 

CCIBt3329 60,0 26,8 6,5 5,0 7,7 7,8 3,8 4,7 79% 

Fonte: Leonardo de Faria Figueiredo, 2023 (autoral) 

Os fracionamentos realizados foram eficientes, sendo que seis dos nove 

extratos fracionados atingiram um rendimento maior que 70% para o processo. 

Excepcionalmente as linhagens CCIBt3214, CCIBt3496 e CCIBt3275 

apresentaram um menor rendimento, o que pode ser justificado por desvios 
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experimentais ou, até mesmo, por características intrínsecas dos extratos 

utilizados. 

4.3 Bioensaios com Extratos e Frações 

As análises dos extratos e frações das nove linhagens de cianobactérias 

foram realizadas frente à Escherichia coli e Bacillus subtilis seguindo a mesma 

metodologia que os ensaios de crescimento bacteriano, sendo analisadas após 

o intervalo de 24 horas, com a utilização de controle positivo e negativo. Nas 

Figuras 3 e 4, estão dispostos os gráficos de porcentagem de inibição de cada 

linhagem, frente a Escherichia coli e Bacillus subtilis. 
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Figura 3: Porcentagem de inibição de crescimento de Bacillus subtilis frente a diferentes extratos e frações cianobacterianos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Leonardo de Faria Figueiredo, 2023 (autoral) 
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Figura 4: Porcentagem de inibição de crescimento de Escherichia coli frente a diferentes extratos e frações cianobacterianos  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Leonardo de Faria Figueiredo, 2023 (autoral) 
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Os valores das porcentagens de inibição e desvios padrões estão 

disponíveis no Anexo A. 

Considerando um mínimo de 50% de inibição para uma amostra ser 

considerada positiva, foram identificadas amostras com potencial atividade 

antimicrobiana nas linhagens CCIBt3338, CCIBt3551, CCIBt3329 e CCIBt3275, 

frente a B. subtilis. Já quando se tratam das análises frente a E. coli, nenhuma 

amostra demonstrou atividade considerável. É importante mencionar que a 

presença da membrana externa em bactérias Gram-negativas, como a 

Escherichia coli, é um fator intrínseco de resistência à ação de compostos 

antimicrobianos (Vaara M, 1992), corroborando com os resultados de maior 

susceptibilidade de B. subtilis em relação à E. coli, observado também nos 

experimentos utilizando antibióticos conhecidos (Figuras 1 e 2). 

Analisando os resultados dos ensaios frente a B. subtilis, verifica-se a 

ocorrência de desvios padrões mais altos. Tendo em vista que esse fenômeno 

não foi constatado nos experimentos utilizando antibióticos conhecidos, pode-

se propor que seja uma consequência da triagem dos extratos e frações.  

No que tange a metodologia dos bioensaios, em Jonkers et al. (2020) é 

descrito o uso de Bacillus subtilis e Escherichia coli na análise de atividade 

antimicrobiana de amostras aquáticas em modelo de HTS. Nesses 

experimentos, as placas analisadas foram cultivadas a 37 ºC sob agitação 

constante, sendo testadas frente à extratos de efluentes hospitalares. Ainda no 

artigo, é relatada a dificuldade de diferenciar falsos positivos, visto que a 

presença de compostos orgânicos causaria comprometimento da integridade da 

membrana celular. Quando observamos que 4 das 9 linhagens testadas 

apresentaram ao menos uma amostra com inibição de crescimento bacteriano 

superior a 50%, é apontado que a complexidade química dos extratos e frações 

de cianobactérias analisados possa ser um fator para a ocorrência de falsos 

positivos nos experimentos realizados com Bacillus subtilis. 

Quanto aos ensaios de extratos e frações frente à E. coli, foi constatada 

a baixa incidência de atividade antimicrobiana. Os desvios padrões obtidos nas 

análises utilizando amostras de cianobactérias foram similares àqueles 

observados nas análises frente a antibióticos conhecidos. 
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4.4 Linhagens CCIBt3551 e CCIBt3265 

A fim de elucidar como os extratos e frações de cianobactérias 

influenciam o crescimento bacteriano, foram realizados experimentos utilizando 

as amostras das linhagens CCIBt3551 e CCIBt3265 frente a Bacillus subtilis. A 

linhagem CCIBt3551 foi selecionada pois foi considerada potencialmente 

bioativa pelo resultado da fração F5, enquanto a CCIBt3265 foi escolhida por 

não apresentar atividade antimicrobiana considerável em nenhuma fração na 

etapa de triagem (Figura 3). As análises foram realizadas seguindo a mesma 

metodologia dos experimentos com os antibióticos conhecidos, sendo 

incubadas a 37 ºC ao longo de 24 horas com leituras automáticas em intervalos 

de 10 minutos. 

Também foi realizado um experimento com a linhagem CCIBt3265 

adicionada de 4 µg.mL-1 de tetraciclina, com a finalidade de observar como a 

matriz do extrato e das frações poderia influenciar a atividade do antimicrobiano. 

Gráfico 2: Influência do extrato e das frações da linhagem CCIBt3551 no perfil de crescimento 
de Bacillus subtilis. 

 

Fonte: Leonardo de Faria Figueiredo, 2023 (autoral) 

No Gráfico 2, observa-se que o extrato e frações da linhagem CCIBt 3551 

exerceram influência sob o crescimento bacteriano. Nas análises com o Extrato 

e Fração 1 (F1) podemos observar, respectivamente, 47% e 38% de inibição no 

tempo de 24 horas. Já quando comparamos a curva de crescimento na 

presença da fração 6 (F6) em relação ao controle positivo, podemos identificar 
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o atraso da ocorrência da fase log de crescimento, o que é um possível indicador 

da presença de antimicrobianos em baixas concentrações. Entretanto, o fato de 

nenhuma das amostras apresentar inibição superior a 50% do crescimento 

nesse experimento, reduz o interesse nessa linhagem para a bioprospecção de 

possíveis antimicrobianos. 

 
Gráfico 3: Influência do extrato e das frações da linhagem CCIBt3265 no perfil de crescimento 
de Bacillus subtilis. 

 

Gráfico 4: Influência do extrato e das frações da linhagem CCIBt3265 enriquecidas com 

tetraciclina 4 µg.mL-1 no perfil de crescimento de Bacillus subtilis . 

 

No Gráfico 3, observa-se que nenhuma amostra da linhagem CCIBt3265 

apresentou inibição considerável (> 50%) do crescimento bacteriano, o que era 

esperado de acordo com os resultados obtidos na etapa de triagem inicial. 



25 
 

Entretanto, é possível identificar um atraso considerável do início da fase log de 

crescimento como consequência da exposição às frações e ao extrato. 

No Gráfico 4, temos dispostas as curvas de crescimento de B. subtilis na 

presença das amostras da linhagem CCIBt3265 enriquecidas com uma 

concentração de 4 µg.mL-1 de tetraciclina. Neste experimento, a concentração 

de tetraciclina utilizada no controle positivo foi a mesma utilizada no crescimento 

em conjunto com as amostras. A presença do extrato e frações impactou 

negativamente a ação inibitória da tetraciclina sob o crescimento bacteriano, 

visto que o crescimento foi consideravelmente superior na presença das 

amostras, o que é um indicativo da presença de compostos interferentes no 

bioensaio. É importante destacar que a presença da tetraciclina nas análises 

intensificou o atraso da fase log, fenômeno já observado no perfil de crescimento 

de B. subtilis frente somente às amostras (extratos e frações) da linhagem 

CCIBt3265 (Gráfico 3). 

Os resultados dispostos nos Gráficos 3 e 4 demonstram que, apesar das 

amostras da linhagem CCIBt3265 não apresentarem inibição considerável no 

bioensaio, elas impactaram o crescimento microbiano através do atraso da fase 

log e da redução da inclinação da curva, o que pode ser um indicativo da 

presença de compostos de interesse. A utilização das curvas de crescimento 

bacteriano nestes experimentos é um exemplo de como essa prática pode 

complementar os resultados das análises com bioensaios tradicionais, 

fornecendo mais informações a respeito do padrão de inibição das amostras. 

Dentro do contexto dos avanços nas técnicas de HTS e os respectivos 

ensaios biológicos aplicáveis, a presença de compostos interferentes em 

amostras biológicas vem sendo averiguada (Bisson et al, 2016). Compostos 

com baixa seletividade e ação promíscua têm representado um obstáculo na 

bioprospecção de produtos naturais (Baell e Nissink, 2017). 

Os chamados pan-Assay interference compounds (PAINs) são descritos 

inicialmente em Baell e Holloway (2010) como sendo compostos com 

bioatividade em múltiplos ensaios, possuindo baixa seletividade e, na maior 

parte dos casos, não sendo de interesse para o desenvolvimento de novos 

fármacos. Estes compostos carregam estruturas problemáticas, que não estão 
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incluídas nos filtros tradicionais de bases de dados (Bisson et al, 2016). Alguns 

exemplos identificados pelos autores são rhodoninas, quinonas, benzofuranos, 

catecois e 2-amino-carboniltiofenos (Bisson et al, 2016). 

Os mecanismos de interferência são variados, dependendo de cada 

molécula e metodologia do bioensaio realizado. Falsos positivos podem ocorrer 

devido à uma grande quantidade de fatores como a formação de agregados 

proteicos e micelas, presença de pigmentos que influenciem na leitura, presença 

de compostos fluorescentes e reatividade da amostra analisada (Nissink e 

Blackburn, 2014). O grau de pureza e a complexidade nata das matrizes 

biológicas analisadas também são apontados como obstáculos na 

bioprospecção de produtos naturais (Bisson et al, 2016). 

Algumas metodologias são sugeridas para contornar a problemática da 

presença dos PAINs em ensaios de HTS. A combinação de filtros de 

subestruturas moleculares e bancos de dados com técnicas de desreplicação, 

através de abordagens com espectro de massas MS/MS e programas como 

SIRIUS, GNPS e NRPro, tem se mostrado como a principal estratégia para 

otimizar o processo de bioprospecção em relação aos PAINs e redescoberta de 

compostos já elucidados (Gaudêncio et al, 2023). 

A utilização de estratégias de pré-fracionamento dos extratos e 

realização da curva de crescimento bacteriano empregados neste trabalho se 

demonstraram capazes de contribuir positivamente para a eficácia dos 

bioensaios. Através do pré-fracionamento, os extratos foram divididos em 

frações de menor complexidade, concentrando os compostos de interesse e 

separando possíveis interferentes. Já nos experimentos realizados com as 

linhagens CCIBT3551 e CCIBT3265 (gráficos 3 e 4) foi possível utilizar a curva 

cinética de crescimento como uma ferramenta na identificação de possíveis 

amostras de interesse, permitindo a melhor visualização do padrão de inibição 

das amostras. 
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5. Conclusão 

A determinação da cinética de crescimento bacteriano, frente a 

antibióticos conhecidos, permitiu concluir que antimicrobianos em 

concentrações inferiores à concentração mínima inibitória (MIC) ainda são 

capazes de impactar consideravelmente o perfil de crescimento bacteriano, 

levando a alterações na fase log e inclinação da curva de crescimento. Desta 

forma, a curva cinética de crescimento bacteriano pode ser utilizada como uma 

ferramenta na triagem de extratos biológicos para atividade antimicrobiana, 

visando a determinação da presença de antimicrobianos em concentrações 

inferiores ao MIC. 

O método de fracionamento utilizado se mostrou eficaz, considerando 

que 6 das 9 linhagens fracionadas apresentaram um rendimento do processo 

acima de 70%. Também é constatado que o fracionamento contribui 

positivamente para os bioensaios, separando os compostos e concentrando-os 

em frações de interesse. 

Quanto aos ensaios biológicos, foram identificadas amostras 

potencialmente bioativas somente frente a Bacillus subtilis. A presença de 

interferentes ainda se mostrou um desafio para a bioprospecção destas 

amostras. Como próximos passos para estas analises, sugere-se que as 

frações potencialmente bioativas sejam direcionadas para o processo de 

fracionamento bioguiado e desreplicação. 
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Anexo A 

Bioensaios frente à Bacillus subtilis  

Quadro 1 – Controles positivos e negativos para os ensaios de extratos e frações de 
cianobactérias contra B. subtilis  

Controle Tempo Abs EPM* % de inibição 

Negativo 24 horas 0,73 0,09 0 

Positivo 24 horas 0,04 0,0007 100 

* EPM = erro padrão da média 

Fonte: Leonardo de Faria Figueiredo, 2023 (autoral) 

Quadro 2: Porcentagem de inibição de extratos e frações de 9 linhagens de cianobactérias 
frente à B. subtilis, após o período de 24 horas. 

Amostras Média EPM Amostras Média EPM 

CCIBt3496 CCIBt3307 

Ext 13 23,6 Ext 49 12,0 
F1 4 2,5 F1 -15 24,3 
F2 5 1,7 F2 2 25,5 
F3 8 1,9 F3 -1 11,3 
F4 12 2,7 F4 -12 14,8 
F5 -18 5,4 F5 28 71,5 
F6 -10 13,9 F6 -7 9,0 

CCIBt3338  CCIBt3214 

Ext 14 13,9 Ext -5 3,2 
F1 58 1,9 F1 8 8,8 
F2 53 6,5 F2 4 2,9 
F3 -23 25,7 F3 5 4,0 
F4 17 4,6 F4 -1 4,7 
F5 33 34,3 F5 -12 7,9 
F6 26 5,1 F6 -10 9,7 

CCIBt3551 CCIBt3320 

Ext 7 4,8 Ext -2 4,9 
F1 -49 37,1 F1 -2 4,9 
F2 25 11,0 F2 -9 10,3 
F3 -23 55,9 F3 -28 6,7 
F4 45 7,4 F4 39 15,8 
F5 71 12,7 F5 46 27,5 
F6 0 39,0 F6 -69 11,3 

CCIBt3265 CCIBt3275 

Ext -12 5,5 Ext 9 1,8 
F1 -1 2,3 F1 9 11,8 
F2 6 20,8 F2 19 2,7 
F3 -70 30,9 F3 8 10,3 
F4 31 5,1 F4 51 0,9 
F5 2 5,2 F5 0 27,9 
F6 -31 18,1 F6 6 7,1 

CCIBt3329 

Ext -18 8,5 
F1 -3 16,8 
F2 5 8,5 
F3 1 13,6 
F4 23 34,8 
F5 58 4,1 
F6 -12 14,4 

Fonte: Leonardo de Faria Figueiredo, 2023 (autoral) 
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Bioensaios frente à Escherichia coli  

Quadro 5 – Controles positivos e negativos para os ensaios de extratos e frações de 

cianobactérias, em E. coli.  

Controle Tempo Abs EPM* % de inibição 

Negativo 24 horas 0,66 0,09 0 

Positivo 24 horas 0,05 0,0008 100 
* EPM = erro padrão da média 

Fonte: Leonardo de Faria Figueiredo, 2023 (autoral) 

Quadro 6 – Porcentagem de inibição de extratos e frações de 9 linhagens de cianobactérias 

frente à E. coli, após o período de 24 horas. 

Amostras Média EPM Amostras Média EPM 

CCIBt3496 CCIBt3307 

Ext -5 0,3 Ext -9 3,9 
F1 -5 2,3 F1 -14 9,0 
F2 -6 3,0 F2 -14 2,8 
F3 4 4,0 F3 1 2,5 
F4 2 2,7 F4 0 2,5 
F5 -2 2,2 F5 -6 1,6 
F6 -25 2,2 F6 -13 4,4 

CCIBt3338  CCIBt3214 

Ext -7 3,1 Ext -2 1,9 
F1 -15 10,2 F1 -13 8,9 
F2 -28 3,1 F2 -5 8,8 
F3 15 12,3 F3 7 1,6 
F4 -2 2,9 F4 9 3,8 
F5 -3 1,1 F5 3 2,8 
F6 1 6,2 F6 -11 1,1 

CCIBt3551 CCIBt3320 

Ext -12 10,8 Ext -6 5,0 
F1 -18 6,9 F1 -6 17,8 
F2 -3 3,6 F2 8 1,1 
F3 9 5,0 F3 23 2,0 
F4 11 6,1 F4 13 4,1 
F5 -15 4,3 F5 -3 2,5 
F6 -3 8,6 F6 5 4,0 

CCIBt3265 CCIBt3275 

Ext -6 0,8 Ext -17 3,2 
F1 -13 9,2 F1 -1 3,0 
F2 6 1,2 F2 -19 1,9 
F3 21 2,1 F3 -18 1,8 
F4 17 4,3 F4 -16 2,2 
F5 8 10,6 F5 -21 5,5 
F6 0 5,4 F6 -20 4,4 

CCIBt3329 

Ext -44 12,7 
F1 -43 2,9 
F2 -32 7,3 
F3 -22 5,4 
F4 -38 2,1 
F5 -45 7,9 
F6 -43 11,8 

Fonte: Leonardo de Faria Figueiredo, 2023 (autoral) 
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