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RESUMO

Bactérias isoladas de abelhas sem ferrao tém-se demonstrado como fontes promissoras de
biomoléculas, devido aos seus efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios, enzimaticos e
antimicrobianos, com grande potencial biotecnologico para as areas da industria, agricultura e saude.
Na satde, a disseminagdo de bactérias multirresistentes aos antibioticos comercialmente disponiveis
e o aumento de infecgdes graves causadas por esses patogenos, torna urgente a descoberta de novas
biomoléculas com potencial antimicrobiano. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo
avaliar o potencial biotecnoldgico de bactérias isoladas de alimento larval de abelhas sem ferrao,
capazes de produzir biomoléculas com acdo antimicrobiana. Para isso, 9 bactérias da Colegdo de
Micro-organismos Isolados de Abelha sem Ferrdo do Laboratério de Genética da Universidade
Federal de Uberlandia foram selecionadas para a execugdo dos testes. Para o ensaio antimicrobiano,
as bactérias foram crescidas em meio liquido para produgdo do sobrenadante, posteriormente testado
quanto a a¢do antimicrobiana em bactérias multirresistentes (Escherichia coli MCR, Staphylococcus
aureus MRSA, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa 01, Pseudomonas aeruginosa
VIM, Pseudomonas aeruginosa SPM, Pseudomonas aeruginosa IMP e Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) pelo teste de Difusdao em. Os resultados obtidos foram significativos para 4
sobrenadantes, sendo eles Ta-BHI-19, Ta-OAT-35, Mq-MCK-2 e Ta-TSA-28, que inibiram o
crescimento de 5 bactérias diferentes: Klebsiella pneumoniae carbapenemase, Staphylococcus aureus
MRSA, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa VIM e Pseudomonas aeruginosa IMP.
A partir desse resultado foi possivel fracionar os sobrenadantes e identificar as fragcdes que melhor
inibiam o crescimento em cada bactéria. Obtendo resultados significativos para ambas fragoes
proteicas e metabolicas e principalmente a fragdo N-butanol, que inibiu o crescimento em todas as 4

bactérias resistentes testadas.
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1. INTRODUCAO

A crescente resisténcia de microrganismos patogé€nicos aos antibidticos convencionais
representa um dos maiores desafios da saude publica global. De acordo com a Organizagao Mundial
da Satde (OMS), estamos entrando em uma era pds-antibiotica, em que infecgdes comuns podem
voltar a ser letais devido a ineficacia dos tratamentos disponiveis. Esse cenario impulsiona a busca
por novas biomoléculas com atividade antimicrobiana, especialmente aquelas provenientes de fontes
naturais, como plantas, fungos e produtos de organismos sociais, como as abelhas

1.1 As abelhas

No mundo existem cerca de 20.000 espécies de abelhas conhecidas, sendo a maioria
espécies solitarias e aproximadamente 1.000 espécies de abelhas sociais. Elas possuem uma grande
importincia ecologica devido a essa diversidade e seu papel na polinizacdo (IMPERATRIZ-
FONSECA, 2010). Entre as abelhas sociais, destacam-se as sem ferrdo (tribo Meliponini), com cerca
de 400 a 500 espécies conhecidas, distribuidas principalmente em regides tropicais (BRADBEAR,
2009). O Brasil abriga a maior diversidade mundial de abelhas sem ferrdo, com aproximadamente
250 a 300 espécies descritas, amplamente distribuidas em biomas como a Amazdnia, o Cerrado, a
Mata Atlantica e a Caatinga (FELIPE NETO, 2015).

Segundo Kerr et al. (1996), espécies do género Melipona desempenham papel essencial na
poliniza¢do do bioma amazdnico, enquanto no Nordeste brasileiro, Melipona subnitida é considerada
uma das principais polinizadoras da Caatinga (FELIPE NETO, 2015). A polinizag¢do ¢ de extrema
importancia para a fertilizagao dos dvulos das plantas, garantindo uma maior qualidade na reproducao
(REIS, 2020), realizando entdo a manutengdo da biodiversidade. Exercendo assim, fun¢des
ecologicas e econdmicas fundamentais nos ecossistemas tropicais, destacando-se como polinizadoras
naturais de diversas espécies vegetais nativas. Partindo dessa funcionalidade ecoldgica , o interesse

cientifico por essas abelhas vem crescendo.



1.2 Propriedades dos produtos das abelhas

O homem sempre atribuiu os produtos das abelhas a varias aplicabilidades, usando a cera, a
propolis, o polen e o mel. (CRANE,1997). Até cerca de 200 anos atras, acreditava-se que o mel tinha
sua origem nos céus, ¢ essa ideia contribuiu para seu status como substancia sagrada nas crengas pré-
religiosas e nas religioes. Entretanto, hoje sabemos que o mel € produzido a partir do néctar das flores
pelas abelhas e alguns outros insetos, que através de enzimas como a invertase e a glicose oxidase,
produzem uma solugdo altamente supersaturada de aglcares, que em sua maioria possuem
propriedades antimicrobianas (CRANE,1997).

A propolis possui uma composicdo muito complexa, podendo conter 100 diferentes
substancias em uma unica amostra. Dentre esses compostos existem cerca de 40 flavonoides, sendo
eles os responsaveis pela principal fonte da a¢dao antimicrobiana desse composto (CRANE,1997).

O polen em si € a fonte de proteinas das abelhas, sendo rico em diversos compostos bioativos.
Os primeiros registros do seu uso na medicina estdo nos livros médicos dos povos arabes e judeus,
usando-o como um tonico adstringente e sedativo. No inicio do século XIII, el-Beithar descreveu o
pélen como “um afrodisiaco, também benéfico para o estdmago, intestinos e coracdo; reduzia o
"fervor" do sangue e curava inchagos produzidos pela ingestao de certos alimentos” (CRANE,1997).

A geléia real também ¢ alvo de muitos estudos atualmente, ela ¢ uma substancia produzida
pelas abelhas operarias jovens, que serve de alimento para a abelha rainha e sua ninhada nos primeiros
dias. A primeira pessoa a realizar uma andalise quimica da geleia real foi Langstroth, nos EUA, em
1852, mas uma analise eficaz ndo foi possivel até a década de 1940 (CRANE,1997). Foi demonstrado
durante varios estudos que a geleia real possui diversas atividades farmacoldgicas, como
vasodilatadoras e hipotensivas, aumento da taxa de crescimento, agdo desinfetante, atividade
antitumoral e anti-inflamatoria (RAMADAN, 2012).

A partir de estudos ascendentes foi possivel descobrir que o mel produzido por meliponineos,
por exemplo, apresenta atividade antimicrobiana significativa contra bactérias como Escherichia coli

e Staphylococcus aureus, além da levedura Candida albicans (BORSATO, 2013). Ja com o propolis,



estudos conduzidos por Siqueira et al. (2014), demonstraram que extratos de propolis vermelha
apresentam atividade antibacteriana contra microrganismos como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Enterococcus faecalis. Em testes in vitro, o propolis vermelho mostrou halos de
inibicdo comparaveis aos de solugdes de hipoclorito de sddio, indicando seu potencial como agente
antimicrobiano.

1.3 Biomoleculas

Biomoléculas sdo materiais bioldgicos de natureza complexa, com func¢des especificas. As
principais biomoléculas incluem carboidratos, proteinas, lipidios e acidos nucleicos (VOET, 2022).
Por isso sdo responsaveis pela manutencao do metabolismo das células, sendo a unidade basica da
vida. Nesse sentido, mostram-se ideais para que sejam buscadas como uma fonte antimicrobiana
natural e ndo prejudicial ao homem.

Atualmente, muitos estudos buscam a bioprospec¢ao de recursos naturais, para a utilizagao na
biotecnologia, pesquisando microrganismos, plantas, animais e até ambientes extremos. Segundo
Quinn e Dyson (2024), a bioprospeccao em ambientes extremos tem se mostrado uma estratégia
promissora para a descoberta de novos antibidticos, uma vez que os microrganismos que habitam
condi¢des de temperatura, salinidade ou pressdo extremas frequentemente produzem repertdrios
distintos de metabolitos bioativos, capazes de gerar compostos ativos contra patdgenos resistentes.

A espécie Pouteria venosa, por exemplo, ¢ usada como planta medicinal e apresentou
atividade antimicrobiana quando suas biomoléculas foram investigadas mais a fundo. Ao ser estudada
4 fragdes e um extrato etandlico da espécie, foi possivel obter resultados principais contra
Staphylococus aureus para a fragdo AcOEt das cascas do caule; Streptococcus pneumoniae € Proteus
mirabilis para a fragdo AcOEt das cascas do caule; Staphylococus epidermidis e Pseudomonas
aeruginosa para a fracdo AcOEt das folhas e cascas do caule (R.F.E.P SANTOS 2015).

Nos animais, classes como a dos anfibios e insetos, vem sendo fonte de descobertas de novas
biomoléculas. A pele dos anfibios, ¢ um tecido com varias fun¢des bioldgicas, como defesa,

respiragdo e excre¢do, que ao ser estudada foi descoberto um grande numero de peptideos nas



secrecoes. Envolvendo peptideos antimicrobianos, antioxidantes, bradicininas e peptideos liberadores
de insulina (CHEN 2022). Os insetos, sao reservatorios significativos de peptideos antimicrobianos,
servindo como alvo de investigagdao de diversos estudos. Segundo Zhou, Wang e Li (2024), esses
peptideos possuem um vasto potencial para o desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas e
imunomoduladoras, uma vez que eles possuem uma grande diversidade e eficacia contra diversos
patdgenos.

A descoberta de novos compostos com potencial antimicrobiano ¢ fundamental ndo apenas
para o tratamento de infecg¢des resistentes, mas também para o desenvolvimento de alternativas
terapéuticas mais seguras, com menor toxicidade e menos impacto ambiental. Produtos apicolas como
o mel, o prépolis e o alimento larval das abelhas sem ferrdao, ttm demonstrado possuir compostos
bioativos com propriedades antimicrobianas promissoras. (SLAA et al., 2006).

Esses compostos ndo apenas atuam inibindo o crescimento de bactérias e fungos, mas também
podem interferir na formacdo de biofilmes, na adesdo bacteriana e na modulagdo da resposta
inflamatoria do hospedeiro. Assim, a bioprospec¢do de biomoléculas antimicrobianas naturais ndo
apenas contribui para a inovacao farmacéutica, mas também promove a valoriza¢do da biodiversidade
e o uso sustentavel dos recursos naturais, como os oferecidos pelas abelhas sem ferrdo nativas do
Brasil.

1.4 Potencial antimicrobiano

Os microrganismos constituem elementos essenciais para a manutenc¢ao da vida na Terra, uma
vez que ocupam todos os nichos conhecidos e exercem fungdes criticas em processos bioldgicos
fundamentais. Eles impulsionam os ciclos biogeoquimicos em diferentes compartimentos ambientais,
participam como componentes-chave das teias troficas e moldam interagcdes ecologicas que
influenciam a satde, a evolugdo dos organismos ¢ o equilibrio dos ecossistemas (SZABO, 2025).

O potencial antimicrobiano diz respeito a capacidade de substincias ou extratos naturais e
sintéticos de inibir ou eliminar o crescimento de microrganismos patogénicos, como bactérias, fungos

e virus (WISDOMLIB, 2025). Esse potencial ¢ amplamente estudado na microbiologia, farmacologia



e areas afins, principalmente devido ao aumento da resisténcia microbiana aos antibidticos
convencionais.

O funcionamento do potencial antimicrobiano se baseia em diversos mecanismos
bioquimicos, dependendo da substancia ativa envolvida. Os principais modos de acao incluem:
destruicao da parede ou membrana celular do microrganismo, inibicao da sintese de proteinas ou de
acidos nucleicos, e interrup¢ao de vias metabolicas essenciais. Por exemplo, compostos fendlicos
presentes em extratos vegetais podem alterar a permeabilidade da membrana celular bacteriana,
causando lise e morte celular (COWAN, 1999).

1.5 Bactérias resistentes

A crescente resisténcia antimicrobiana ¢ uma grande ameaca a populacdo em geral. Em
ambientes hospitalares o aumento na prevaléncia de alguns patdogenos estdo relacionados a alta
pressdo seletiva de antimicrobianos comumente usados em pacientes (HSUEH, 2005), deixando
assim eles ineficazes e portanto sendo um risco. Segundo estudos de Hsueh et al., entre as bactérias
resistentes, destacam-se as Pseudomonas aeruginosa € a Acinetobacter baumannii, resistentes aos
carbapenémicos, ambas testadas neste estudo.

Essa resisténcia pode ser desenvolvida através de diversos mecanismos. O trabalho de Munita
et al., (2016), afirma que em alguns casos o desenvolvimento de resisténcia adquirida pode ser o
resultado de mutacdes em genes cromossOmicos ou ser devido a aquisi¢ao de determinantes genéticos
externos de resisténcia, provavelmente obtidos de organismos intrinsecamente resistentes presentes
no ambiente. Entretanto, o conceito de resisténcia € um fendomeno relativo e com muitas camadas de
complexidade.

E importante ressaltar que essa resisténcia nio é um processo natural e sim uma situacio criada
pelo homem sobreposta a natureza. O desenvolvimento desse fator acaba sendo resultado de muitos
anos de pressdo seletiva incessante por parte da aplicagdo humana de antibioticos (DAVIES, 2010),

principalmente devido ao uso indevido e excessivo da populacao.



Em vista disso, nasce a necessidade de estudar os microrganismos presentes no alimento larval
dessas abelhas, uma vez que os produtos provenientes possuem grandes aplicabilidades
biotecnoldgicas. Portanto, surge assim, bancos de microrganismos, como a Colecdo de
Microrganismos Isolados de Abelhas Sem Ferrdao do Laboratorio de Genética da Universidade
Federal de Uberlandia, o CoMISBee (SANTOS, 2022). A partir dele, o presente estudo buscou
investigar o potencial antimicrobiano do sobrenadante produzido por 9 das bactérias isoladas, a fim

de buscar novas biomoléculas eficientes contra a problematica atual da resisténcia antimicrobiana.

1. OBJETIVOS
O objetivo principal deste projeto foi avaliar o potencial antimicrobiano do sobrenadante das
bactérias Ta-BHI-19, Ta-OAT-35, Mq-MCK-2, Ms-MYP-47, Ta-BHI-30, Ta-TSA-28, Mq-NUT-16,
Ta-TSA-24 ¢ Ms-MCK-29, isoladas do alimento larval de abelhas sem ferrdo nativas do Brasil.
Buscando novas biomoléculas para a area da saude, representando uma alternativa para novos
farmacos que, apresentando um baixo risco para a satide humana, ajudard no combate aos patogenos

que ndo possuem tratamento.

2. METODOLOGIA

Foram selecionadas 9 bactérias pertencentes a Colegdo de Micro-organismos Isolados de
Abelha sem Ferrdo do Laboratorio de Genética da UFU (CoMisBee), sendo elas: Ta-BHI-19, Ta-
OAT-35, Mg-MCK-2, Ms-MYP-47, Ta-BHI-30, Ta-TSA-28, Mq-NUT-16, Ta-TSA-24 ¢ Ms-MCK-
29 . Essas bactérias foram utilizadas para produ¢do de sobrenadante, que tera sua acdo avaliada contra
8 bactérias multirresistentes (Escherichia coli MCR, Staphylococcus aureus MRSA, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa 01, Pseudomonas aeruginosa VIM, Pseudomonas aeruginosa
SPM, Pseudomonas aeruginosa IMP e Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), cedidas pelo

laboratdrio de Microbiologia Molecular da Universidade Federal de Uberlandia (MICROMOL).



3.1 Producao do sobrenadante

As bactérias foram reativas em placas de agar Luria Berthani (LB) e incubadas a 37°C por 24
horas. Uma alca de cada bactéria foi inoculada em 200 ml de caldo LB e incubada a 32°C por 48
horas. Posteriormente, o caldo bacteriano foi centrifugado a 10.000 g/15 minutos e o sobrenadante
recuperado (SANTOS, A. C. C. 2022). O sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa 0,22 micras,

para garantir que estava livre de células bacterianas.

3.2 Teste de difusdo em disco

Os micro-organismos resistentes foram retirados do estoque, plaqueados em placas de LB agar
e incubados a 37°C por 24 horas. Para o teste antimicrobiano, foi feito primeiramente o teste de
difusdao em disco (A. L. BARRY, 1970). As bactérias resistentes cultivadas foram diluidas em solugao
salina a 0,5 na escala de McFarland, passadas uniformemente em placas de meio Agar Mueller-Hinton
e distribuidos discos estéreis em forma de triplicata. Nesses discos, foi pipetado 15 ul de sobrenadante
e as placas incubadas a 37° por 24 horas. As bactérias que apresentaram um resultado positivo foram

fracionadas e cada fracao foi submetida a um novo teste de difusao em disco.

3.3 Fracionamento do sobrenadante

Ap0s o teste inicial, os sobrenadantes que apresentaram efeito inibitorio foram liofilizados e
ressuspensos em metanol, na propor¢ao de 50% do volume inicial, homogeneizado e seguido de
centrifugado a 9500 rpm por 15 minutos, separando assim a fragdo proteica e metabdlica (JUNIOR,
2017). O precipitado proteico foi separado do metabdlico e o solvente (metanol) evaporado em speed

vacuum. As fragdes proteicas e metabdlicas seguiram para os testes antimicrobianos.



3.4 Fracionamento da por¢ao metabdlica

A porcao metabdlica seguiu para o fracionamento liquido-liquido utilizando os reagentes na
seguinte ordem: Hexano, Diclorometano (DCM), Acetato de Etila ¢ N-Butanol (BATISTA et al.,
2021). O metabdlico seco, evaporado em speed vacuum, foi ressuspenso em 1 mL de dgua e vortexado
por 30 segundos ou até sua homogeneizagao completa. Apds este processo, 500 uL de Hexano foram
adicionados a cada tubo e vortexado novamente por 30 segundos, formando duas fases (fase hexanica
e fase metabolica restante). A fase hexanica foi retirada com auxilio de uma pipeta € o processo
repetido. Todos os eppendorfs foram ser lavados 2x com cada um dos reagentes seguindo a ordem e
no final do processo, a fase restante que nao reagiu com nenhum dos reagentes quimicos ¢ chamada

de fase aquosa.

3. RESULTADOS

4.1 Identificacao das bactérias
Segundo a lista de bactérias que foram identificadas no banco COMISBEE, as 9 bactérias

selecionadas para a producdo do sobrenadante, correspondem as classificagdes indicadas pela tabela

1.
Nome Identificacao
Ta-BHI-19 Bacillus velezensis
Ta-OAT-35 Bacillus subtilis
Mg-MCK-02 not reliable identification
Ms-MYP-47 Ralstonia spp.




Ta-BHI-30 not reliable identification

Ta-TSA-28 not reliable identification
Mg-NUT-16 Pseudomonas monteilii

Ta-TSA-24 not reliable identification
Ms-MCK-29 not reliable identification

Tabela 1: Identificagdo das bactérias segundo o Banco COMISBEE.

4.2. Sobrenadante total

Dentre os 9 sobrenadantes testados, 7 obtiveram resultados e foram eficientes contra 5 das 8
bactérias resistentes, sendo elas: Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa VIM,

Pseudomonas aeruginosa IMP, Staphylococcus aureus MRSA e Klebsiella pneumoniae

carbapenemase (KPC).

Nas bactérias Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa VIM os sobrenadantes
que apresentaram resultado foram Ta-BHI-19, Ta-OAT-35 e Mq-MCK-2 (Figura 1 A e B,
respectivamente). Para a Staphylococcus aureus o sobrenadante Ta-TSA-28 também obteve
resultado, além dos trés ja citados (Figura 1 C). Na KPC 7 dos 9 sobrenadantes formaram halos de
inibicdo: Ta-BHI-19, Ta-OAT-35, Mq-MCK-2, Ms-MYP-47, Ta-BHI-30, Ta-TSA-28 ¢ Mq-NUT-

16 (Figura 1 D). Ja a Pseudomonas aeruginosa IMP, apresentou resultado apenas para Ta-BHI-19 e

Mg-MCK-2 (1 E).

Os sobrenadantes com resultado positivo, foram selecionados para o fracionamento e

posteriormente tiveram suas fragdes (metabdlica e proteica) testadas.
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Figura 1: Gréafico dos halos formados pelos sobrenadantes totais produzidos pelos
microrganismos isolados de alimentos de larvas de abelhas sem ferrdo, testados contra bactérias

resistentes, em relagdo ao microrganismo sem tratamento.

4.3 Fracoes proteicas

Os testes antimicrobianos com as fragdes proteicas apresentaram inibicdo de crescimento
semelhante ao sobrenadante total, exceto para Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC).

Dessa forma, para a bactéria Staphylococcus aureus MRSA, as fragdes que obtiveram
resultado foram Ta-BHI-19, Ta-OAT-35, Mq-MCK-2 e Ta-TSA-28 (Figura 2 A ), sendo essas

bactérias as mesmas que obtiveram resultado anteriormente no sobrenadante total (Figura 1 C). Nas
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bactérias Pseudomonas aeruginosa VIM e Acinetobacter baumannii, foram obtidos resultados para
as fragoes proteicas de Ta-BHI-19 e Ta-OAT-35 (Figura 2 B e 2 C, respectivamente), apresentando
diferenca de resultado apenas na Mq-MCK-2 quando comparado ao sobrenadante total, que
anteriormente apresentou resultado positivo em ambas as bactérias. Ja a Pseudomonas aeruginosa
IMP, apresentou resultado para a fragdao proteica de Ta-BHI-19, mas ndo para a de Mq-MCK-2

(Figura 2 D), as quais apresentaram resultado no sobrenadante total.
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Figura 2: Grafico dos halos formados pelas fragdes proteicas produzidas pelos
microrganismos isolados de alimentos de larvas de abelhas sem ferrdo, testados contra bactérias

resistentes, em relacdo ao microrganismo sem tratamento.

4.4 Fracoes metabolicas

Os testes realizados com as fragdes metabodlicas dos sobrenadantes, apresentaram resultado
para as seguintes bactérias: Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa VIM, Pseudomonas
aeruginosa IMP, Staphylococcus aureus MRSA, ndo sendo eficaz apenas na inibi¢do da Klebsiella
pneumoniae Carbapenemase (KPC). Esses resultados foram semelhantes as fracdes proteicas,
seguindo o padrao dos dados apresentados anteriormente (4.3 Fracdes proteicas).

Na Staphylococcus aureus MRSA, as fragdes que obtiveram resultado foram Ta-BHI-19, Ta-
OAT-35. Mg-MCK-2 e Ta-TSA-28 (Figura 3 A), partindo assim para o fracionamento liquido-
liquido. Na Pseudomonas aeruginosa IMP, todas as bactérias que apresentaram resultado no
sobrenadante total, apresentaram também na fracdo proteica, sendo elas Ta-BHI-19, TA34 e Mqg-
MCK-2 (Figura 3 B). Para a Acinetobacter baumannii, as fragdes metabdlicas de Ta-BHI-19 e Ta-
OAT-35 tiveram resultado (Figura 3 C) e para a Pseudomonas aeruginosa VIM, apenas a Ta-OAT-

35 apresentou halos de inibi¢ao (Figura 4 D).
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Figura 3: Grafico dos halos formados pelas fragdes metabolicas produzidas pelos
microrganismos isolados de alimentos de larvas de abelhas sem ferrdo, testados contra bactérias

resistentes, em relagdo ao microrganismo sem tratamento.

4.5 Fracoes da metabdlica

As fragdes metabolicas dos sobrenadantes Ta-BHI-19, Mq-MCK-2, Ta-TSA-28 e Ta-OAT-
35 seguiram para o fracionamento liquido-liquido e ap6s a realizagdo dos testes de difusdo em disco
foi possivel observar que todos obtiveram resultado em pelo menos uma fragao.

Para Staphylococcus aureus MRSA, foram testados fragdes de Ta-BHI-19, Mq-MCK-2, Ta-
TSA-28 e Ta-OAT-35, as quais todas apresentaram resultado na fragdo N-Butanol e Aquosa (Figura
4 A, Figura 4 C e Figura 4 D respectivamente), exceto Mq-MCK-2, que apresentou inibi¢do para

Acetato de Etila além das ja citadas (Figura 4 B).
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Na Pseudomonas aeruginosa IMP, foram testadas os sobrenadantes Ta-BHI-19, Ta-OAT-35
e Mg-MCK-2, todos apresentaram resultado para a fragdo N-Butanol (Figura 4 E). Além disso, Ta-
BHI-19 também foi positiva na Fragdo aquosa (Fgura 4 F) e a Mg-MCK-2 na Acetato de Etila (Figura
4 Q). Para a bactéria Acinetobacter baumannii, foram testados as fragdes de Ta-BHI-19 e Ta-OAT-
35, na primeira foi obtido resultado para N-Butanol e Aquosa (Figura 4 H) e na segunda apenas para
N-Butanol (Figura 4 I).

Por fim, na bactéria Pseudomonas aeruginosa VIM, apenas as fracdes de Ta-OAT-35 foram

testadas e apresentaram inibi¢do apenas para N-Butanol (Figura 4 J).
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(E) Pseudomonas aerugfnosas IMP TA19 (F) Pseudomonas aeruginosas IMP TA35
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() Acinetobacter baumannii TA35 (J) Pseudomonas aeruginosas VIM TA35
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Figura 4: Grafico dos halos formados pelas fracdes metabolicas Hexano, Diclorometano
(DCM), Acetato de Etila, N-Butanol e Fracdo Aquosa, produzidas pelos microrganismos isolados de
alimentos de larvas de abelhas sem ferrdo, testados contra bactérias resistentes, em relacdo ao
microrganismo sem tratamento.

4. DISCUSSAO

O aumento das infecgdes causadas por bactérias multirresistentes, desperta a busca de novos
antibioticos inovadores e de fontes naturais, sendo um grande desafio na medicina moderna
(LAXMINARAYAN et al., 2013). Este desafio se intensifica ao considerar a baixa disponibilidade
de recursos e investimento no desenvolvimento de fairmacos inovadores para a industria farmacéutica
(ALANIS, 2005). Portanto, devido a crescente busca por biomoléculas com potencial biotecnolégico,

o objetivo deste trabalho foi analisar o potencial antimicrobiano de 9 bactérias isoladas do alimento

17



larval de abelhas sem ferrao nativas do Brasil, mostrando grande relevancia nos sobrenadantes e
fragdes produzidas pelas bactérias Ta-BHI-19, TA25, Mq-MCK-2 e Ta-TSA-28.

Ao analisar os resultados obtidos pelo sobrenadante total das bactérias selecionadas, ¢ notdrio
o potencial inibidor que eles possuem contra as bactérias resistentes, tanto para a gram-positiva como
para as gram-negativas, principalmente aqueles que apresentaram resultado para mais de uma espécie,
como o Ta-BHI-19, Ta-OAT-35, Mq-MCK-2 e Ta-TSA-28. Esses foram os principais sobrenadantes
€ que, consequentemente, seguiram para o fracionamento, a fim de afunilar cada vez mais a substancia
inibidora.

E importante destacar que a KPC foi a tunica que apresentou resultados apenas para o
sobrenadante total, ou seja, suas fragcdes metabdlicas e proteicas testadas ndo apresentaram inibi¢ao
do crescimento. Isso demonstra que apenas a interacdo de todos os metabolitos juntos produzidos
pelas bactérias isoladas do alimento larval de abelhas sem ferrao, ¢ eficaz no tratamento desse
patogeno.

As fragdes proteicas e metabdlicas apresentaram um comportamento parecido, isso pode ser
decorrente do fracionamento que ndo ¢ 100% eficaz. Apesar de a centrifugagdo do sobrenadante
liofilizado e ressuspendido em metanol, possibilitar a separacdo em fragdes metabolicas e proteicas,
deve-se considerar que o processo ndo ¢ absolutamente especifico, havendo a possibilidade de que
pequenas quantidades de metabdlitos permanegam associadas a fragdo proteica e vice-versa.

No estudo de Gauthier et al. (2008), os autores discutem como nenhuma fragdo obtida por
centrifugacdo ¢ absolutamente pura, podendo ocorrer contaminagdo cruzada entre as fragdes e por
isso ¢ recomendado combinar esse método com outras técnicas, como imunofluorescéncia e
protedmica, podendo assim confirmar a origem dos componentes e garantindo a especificagdo do
agente.

Dentre as fragdes da metabdlica testadas, a fracdo N-Butanol apresentou resultado para todas
as bactérias resistentes anteriormente inibidas pela fragdo metabodlica total. Essa fragdo também

apresentou o melhor desempenho no trabalho de Batista et al., que utilizou o fracionamento liquido-
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liquido para excluir os efeitos da interacdo do microbioma e analisar apenas os efeitos dos metabdlitos
do kefir. Nesse estudo, o metaboloma realizado com as fragcdes apresentou 117 compostos
compartilhados por todas as fracdes, entre eles compostos com atividade antioxidante e anti-
inflamatoria, podendo assim pensar se haveria também atividade antimicrobiana em suas fragdes, ou
antioxidante e anti-inflamatoria nas amostras utilizadas no presente trabalho.

Segundo Castilho (2023), em seu trabalho “Avaliacio do potencial antioxidante de
sobrenadantes produzidos por fungos filamentosos isolados do alimento de larvas de abelhas sem
ferrao”, também realizado no Laboratorio de Genética da UFU, foi observado que as fragdes N-
Butanol e aquosa foram as que apresentaram as melhores capacidades antioxidantes. Fragdes essas
que também se destacaram nos testes antimicrobianos aqui relatados (Figura 4).

As bactérias Ms-MYP-47 e Mq-NUT-16 foram identificadas como Ralstonia sp e
Pseudomonas monteilii, respectivamente. Embora a Ralstonia sp tenha apresentado resultado apenas
para o sobrenadante total, alguns estudos indicam que os metabdlitos secundarios derivados dela tém
potencial para utilizagdo no desenvolvimento de novos antibidticos e outros produtos farmacéuticos.
Nos estudos de Fanoro et al. (2025), foram isoladas bactérias endofiticas a partir de tecidos de
Combretum erythrophyllum e entre os microrganismos isolados foi identificada a cepa de Ralstonia
sp. Os autores mostraram que o extrato metabolico dessa bactéria apresentou atividade antibacteriana
significativa contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sendo elas Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus cereus e Klebsiella pneumoniae. Além disso, o perfil metabdlico via GC-
HTR revelou a presenga de compostos bioativos, como fendis, fitosterois, terpenoides e derivados de
acidos graxos, que sdo classes conhecidas por atividades antimicrobianas.

Alguns estudos com a Pseudomonas monteilii (Mq-NUT-16), demonstram potencial para a
biorremediacdo. Essa bactéria foi originalmente isolada como um microrganismo que degrada
hidrocarbonetos aromaticos e derivados, mas com estudos detalhados de suas caracteristicas
fisiologicas, apresentou capacidade de utilizagio de alguns poluentes como antraceno,

benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, fluoreno, naftaleno e
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fenantreno. Sendo assim, promissora para aplicacdo biotecnologica adicional em um ambiente
contaminado (VOJTKOVA, 2015).

Em relagdo as bactérias que tiverem maior potencial inibitorio (Ta-BHI-19, Ta-OAT-35, Mg-
MCK-2 e Ta-TSA-28), apenas duas ja foram identificadas segundo o Banco COMISBEE, sendo a
Ta-BHI-19 Bacillus velezensis e a Ta-OAT-35 Bacillus subtilis. Segundo estudos conduzidos com a
B. velezensis, seu genoma conta com grupos de genes responsaveis pela producao de metabolitos
secundarios e genes associados ao aumento do crescimento das plantas, como aqueles envolvidos na
quimiotaxia, motilidade, formac¢do de biofilme, producao de fitohormonios, fixagdo de nitrogénio,
solubilizagao de fosfato, biossintese de glicina betaina e sintese de acetoina e 2,3-butanodiol (ZHAO,
2025). Em relacdo ao potencial antimicrobiano, segundo Y Liu et al. (2020), essa bactéria produz trés
tipos de lipopeptideos que demonstraram atividade antimicrobiana contra diversos fungos e bactérias
patogénicas comuns. A cepa de Bacillus velezensis utilizada no estudo, foi isolada do trato intestinal
de um leitdo saudavel e os lipopeptideos com potencial antimicrobiano foram identificados como
iturina, fengicina e surfactina.

A Bacillus subtilis (Ta-OAT-35) é bem conhecida pela producao de lipopeptideos ciclicos que
exibem fortes atividades surfactantes e antimicrobianas, como surfactinas, iturinas e fengicinas. Essas
fungdes estdo associadas aos seus metabolitos secundarios bioativos, apresentando potenciais
aplicacdes como agentes de controle de patdogenos de plantas, farmacos e biossurfactantes. Embora
estudos promissores apresentem as aplicabilidades de cepas de B. subtilis e seus produtos naturais, a
disponibilidade em escala industrial desses compostos ainda ¢ limitada (KASPAR, 2019).

Embora existam pesquisas com as bactérias ja identificadas, todas foram isoladas de de
lugares distintos, evidenciando que o alimento larval das abelhas ¢ uma nova fonte de biomoléculas

promissoras na biotecnologia, podendo possuir diversas aplicagdes.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que bactérias isoladas do alimento larval de abelhas sem
ferrdo nativas do Brasil apresentam relevante potencial antimicrobiano contra microrganismos
multirresistentes. Entre os isolados testados, destacaram-se Bacillus velezensis (Ta-BHI-19), Bacillus
subtilis (Ta-OAT-35), Mqg-MCK-2 e Ta-TSA-28, cujos sobrenadantes e fragdes exibiram atividade
inibitoria contra Staphylococcus aureus MRSA, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC), Pseudomonas aeruginosa IMP e Pseudomonas aeruginosa VIM.

A andlise das fragdes proteicas e metabodlicas indicou que tanto proteinas quanto metabolitos
secundarios podem estar associados a atividade antimicrobiana observada, sendo a fragao N-Butanol
a que apresentou os melhores resultados. Esses achados reforgcam a importancia da bioprospec¢ao de
microrganismos associados a abelhas sem ferrdo como fonte de novas biomoléculas bioativas.

Assim, os resultados obtidos neste estudo demonstram o potencial de microrganismos
isolados do alimento larval de abelhas sem ferrdo, com possiveis aplicabilidades nas dreas da satde

e biotecnologia, especialmente no enfrentamento a problematica atual da resisténcia antimicrobiana.
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