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RESUMO 

 

O presente trabalho teve como objetivo investigar a atividade 

antimicrobiana dos extratos aquosos das algas Haematococcus pluvialis, 

Kappaphycus alvarezii, Sargassum filipendula e Undaria pinnatifida em 

cepas padrão e em isolados de bactérias patogênicas  de organismos 

aquáticos (Citrobacter freundii, Pseudomonas fluorescens, 

Streptococcus agalactiae, Vibrio alginolyticus e Vibrio anguillarum). O 

método de microdiluição em caldo foi utilizado para determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) dos extratos aquosos. Além disso, 

foi determinado o perfil de suscetibilidade a 12 antimicrobianos das 

bactérias pelo método de disco-difusão em ágar. O extrato aquoso da 

microalga H. pluvialis demonstrou CIM de 156,25 mg/mL, enquanto os 

extratos aquosos das macroalgas K. alvarezii, S. filipendula e U. 

pinnatifida obtiveram CIM de 625 mg/mL, 312,5 mg/mL e 39,062 

mg/mL, respectivamente. A multirresistência foi verificada em 100% 

das cepas testadas. Os resultados sugerem que os extratos aquosos das 

algas exerceram atividade antimicrobiana frente as cepas de bactérias 

patogênicas da aquicultura, sendo o extrato da U. pinnatifida o que 

inibiu o crescimento dos micro-organismos com as menores 

concentrações. 

 

Palavras chaves: Aquicultura; algas; resistência múltipla; Vibrio sp. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

ABSTRACT 

 

The aim of this work was to investigate antimicrobial activity of aqueous 

extracts from the seaweeds Haematococcus pluvialis, Kappaphycus 
alvarezii, Sargassum filipendula and Undaria pinnatifida on standard 

strains and on isolates of pathogenic bacteria from aquatic organisms 

(Citrobacter freundii, Pseudomonas fluorescens, Streptococcus 

agalactiae, Vibrio alginolyticus and Vibrio anguillarum). Broth 

microdilution method was used to determine the minimum inhibitory 

concentration (MIC) of the aqueous extracts. Further, the susceptibility 

profile to 12 antimicrobials bacteria was determined by disk diffusion 

method on agar. Aqueous extract of the seaweed H. pluvialis showed 

MIC of 156.25 mg/mL while aqueous extracts of macroalgae K. 
alyarezii, S. filipendula and U. pinnatifida acquired MIC of 625 mg/mL, 

312.5 mg/mL and 39.062 mg/mL, respectively. Multidrug resistance 

was found in 100% of the tested strains, suggesting that aqueous 

extracts of seaweed exerted antimicrobial activity against strains of 

pathogenic bacteria in aquaculture, being U. pinnatifida extract the one 

which inhibited micro-organisms growth with the lowest concentrations. 

 

Keywords: Aquaculture, algae; multidrug resistance; Vibrio sp. 
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CAPITULO I: Introdução 

A aquicultura representa uma importante indústria na produção 

de proteína de origem animal, alcançando marca anual superior a 66 

milhões de toneladas. A China lidera o ranking mundial da aquicultura, 

com uma produção superior a 41 milhões de toneladas, representando, 

aproximadamente, 61,7% da produção mundial do setor. A América 

Latina obteve a produção anual de, aproximadamente, 2,5 milhões de 

toneladas, sendo que o Brasil foi responsável pela produção de 707 mil 

toneladas, ocupando assim a 12º posição no ranking mundial dos países 

produtores de organismos aquáticos (FAO, 2014). 

Entretanto, a aquicultura atravessa por dificuldades para o seu 

crescimento. Enfermidades bacterianas são consideradas um dos fatores 

que afetam o crescimento da atividade. Dentre as principais 

enfermidades bacterianas, destacam-se: a infecção por Aeromonas spp., 

responsável pela furunculose em peixes; septicemia hemorrágica em 

peixes cujo patógeno é a Pseudomonas fluorescens; columariose em 

peixes que tem o micro-organismo Flexbacter columnaris como agente 

etiológico; a corinebacteriose em salmonídeos, uma enfermidade 

bacteriana renal causada pelo bacilo Gram positivo Renibacterium 
salmoninarum, a micobacteriose em peixes provocada pelos patógenos 

Mycobacterium marinum, M. fortuitum e M. chelonei, Edwarsiella tarda 

responsável pelo desenvolvimento de edwardsielose em tilápias e a 

Síndrome da Mortalidade Precoce (EMS, do inglês Early Mortality 
Syndrome) em camarões marinhos, sendo o Vibrio parahaemolyticus o 

patógeno responsável (MARTINS et al., 2011). 

A administração de antimicrobianos é o tratamento preconizado 

para as bacterioses na aquicultura. O objetivo da antibioticoterapia é 

matar ou inibir o crescimento de micro-organismos patogênicos, além 

de combater a mortalidade dos animais (READ e FERNANDES, 2003). 

Contudo, o uso de antimicrobianos na produção aquícola apresenta 

riscos de contaminação ao ambiente, com possíveis e imprevisíveis 

consequências nos ecossistemas aquáticos, assim como seu impacto na 

saúde pública. Além disso, a transmissão de bactérias resistentes a 

antimicrobianos, através de contato direto ou da cadeia alimentar, e as 

diversas interações genéticas bacterianas com disseminação de genes de 

resistência, promovem problemas terapêuticos na medicina humana e 

veterinária. (GASTALHO et al., 2014).  

A resistência antimicrobiana é descrita como uma condição ao 

qual um micro-organismo é capaz de sobreviver à exposição a um 

agente antimicrobiano (BARIE, 2012). Sendo que nos últimos anos o 
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aparecimento de micro-organsimos resistentes aos antimicrobianos 

cresce de forma indiscriminada. Este fato mostra a necessidade 

constante de pesquisas e desenvolvimento de novas substâncias 

biologicamente ativas (RAFFA et al., 2005). 

 

1 Compostos bioativos de origem natural 
 

A saúde dos organismos cultivados na aquicultura pode ser 

beneficiada sem o recurso de compostos artificiais. Existe a alternativa 

de substituir produtos sintéticos por substâncias biologicamente ativas 

presentes em algas, microalgas e plantas terrestres. Algumas das 

biomoléculas presentes nestes organismos têm demonstrado possuir 

propriedades imunoestimulantes, antimicrobianas (BANSEMIR et al., 
2006; ARDO et al., 2008) e antioxidantes (CUSTÓDIO et al., 2012). As 

biomoléculas causam nenhum ou baixo impacto ambiental e podem ser 

ministradas aos animais de cultivo incorporadas no alimento vivo, 

congelado ou em rações (SAGDIÇ e ÖZCAN, 2003). 

Os produtos naturais marinhos tornaram-se uma fonte de 

pesquisas promissoras, devido à existência de metabólitos secundários 

estruturalmente diferenciados em comparação aos das plantas terrestres, 

apresentam esqueletos carbônicos novos e combinações de grupos 

funcionais pouco comuns (SIMÕES et al., 2004). Os mecanismos de 

adaptação dos organismos às condições ambientais, como radiações 

ionizantes, alta intensidade luminosa, raios UV, extremos de 

temperatura, poluentes e patógenos, originaram uma grande diversidade 

estrutural de metabólitos secundários durante a sua evolução, com 

funções ecológicas diversas. Além disso, os oceanos são responsáveis 

por 70% da superfície terrestre, abrigam diversas espécies marinhas, 

entre plantas, animais e microrganismos, sendo muitas delas ainda não 

estudadas (MAYER e HAMANN, 2005). 

Em relação aos demais organismos marinhos, as algas denotam 

vantagem por apresentarem uma maior disponibilidade em relação, por 

exemplo, esponjas e ascídios, em razão da limitação de coleções 

(KOBAYASHI et al., 1989). Além disso, as algas apresentam um 

grande potencial para o cultivo, o que tem atraído o interesse das 

indústrias em sua exploração (GOMBOTZ e WEE, 1998). 

As algas são os organismos aquáticos mais antigos do planeta, 

havendo evidências de sua existência no período pré-cambriano, há 3,5 

bilhões de anos (HORTA, 2000). Elas compõem uma diversidade de 

espécies que vão desde organismos unicelulares microscópicos a 

gigantes kelps (conjunto de grandes algas pardas). São seres 
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fotossintetizantes na grande maioria, porém não possuem folhas, raízes 

ou mesmo tecidos vasculares. As algas habitam variados habitats, como 

oceanos, os corpos de água doce, os solos, as rochas e até as árvores 

(VAN DEN HOECK, 1995). As algas se constituem em uma importante 

fonte de compostos bioativos, devido à capacidade de produzir 

metabólitos secundários com grande espectro de atividades biológicas. 

Foram detectados em tecidos de algas verdes, vermelhas ou pardas 

compostos com atividade antiviral, antifúngica, vermífuga, 

antimicrobiana e antioxidante (LINDEQUIST e SCHWEDER, 2001; 

NEWMAN et al., 2003; SMIT, 2004). 

Segundo Bansemir et al. (2006), os extratos de 26 espécies de 

algas, usando solventes orgânicos com diferentes polaridades 

(diclorometano, metanol e água), demonstraram ser uma fonte 

promissora de compostos biologicamente ativos, podendo ser utilizados 

no tratamento profilático e terapêutico de doenças infecciosas que 

acometem a aquicultura. 

1.1 Compostos bioativos de macroalgas 

As macroalgas marinhas estão inseridas em três grupos 

principais: Phaeophyceae (algas pardas), Chlorophyta (algas verdes) e 

Rhodophyta (algas vermelhas) (ADL et al., 2012). Esses organismos são 

constituídos de substâncias com grande potencial terapêutico, sendo 

muito utilizados na medicina oriental há milhares de anos para 

tratamento de enfermidades na China (HUANG et al., 2006). Os 

primeiros relatos da atividade antimicrobiana de compostos 

provenientes de algas datam da segunda década do século XX 

(KHALEAFA et al., 1975). Estudos sobre o potencial antimicrobiano de 

uma grande variedade de macroalgas demonstraram que a capacidade de 

síntese de compostos antimicrobianos não se restringe a apenas um 

grupo de algas (HELLIO et al., 2000; DEL VAL et al., 2001).  

Metabólitos extraídos desses organismos são potentes compostos 

bioativos para a indústria farmacêutica. Sendo relatado que esses 

compostos possuem atividade antiviral, antibacteriana e antifúngica 

contra micro-organismos patogênicos (LIMA-FILHO et al., 2002). A 

literatura relata a existência de compostos antimicrobianos de estruturas 

variadas como policetídeos, florotaninos, terpenos halogenados e 

aglutininas encontrados em macroalgas, microalgas eucarióticas e 

cianobactérias (KÖNIG et al., 1999; NAGAYAMA et al., 2002).  

As espécies do gênero Sargassum, por exemplo, contêm 

polissacarídeos biologicamente ativos à base de fucoidana que possuem 
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atividade antitumoral, antimicrobiana e antiviral (HUYNH et al., 2011). 

O extrato de Sargassum muticum mostrou ação inibitória sobre bactérias 

Gram positivas e negativas (ZHUANG et al., 1995; ZHANG et al., 
1988; ASKER et al., 2007). A administração de extrato de Sargassum 
duplicatum via injeção e imersão aumentou a resistência imunológica do 

L. vannamei contra vibrioses (YEH et al., 2006). O extrato de 

Sargassum fusiforme quando administrado oralmente aumentou a 

resistência contra vibrioses e a atividade imunológica do 

Fenneropenaeus chinensis (HUANG et al., 2006). O extrato de 

Sargassum polycystum quando administrado na alimentação do Penaeus 
monodon demonstrou aumento na resistência contra o vírus da mancha 

branca (CHOTIGEAT et al., 2004). 

O extrato bruto da espécie de macroalga K. alvarezii foi testado 

frente à cepa patogênica de Vibrio harveyi e demostrou eficácia na 

inibição do crescimento e redução dos fatores de virulência do micro-

organismo (SIVAKUMAR et al., 2014). Bibiana et al. (2012) concluiu 

que os extratos de K. alvarezii com diferentes solventes orgânicos (éter 

etílico, benzina, acetona e ácido etanoico) apresentaram eficácia contra 

bactérias patogênicas Gram positivas e negativas.  

A macroalga marrom Undaria pinnatifida pode ser cultivada e 

representa uma alternativa de alimento a ser incluído em rações de 

organismos aquáticos (TRAIFALGAR et al., 2010). Lim et al. (2008) 

avaliou o extrato metanólico de U. pinnatifida utilizando a técnica de 

disco-difusão em ágar, obtendo, dessa forma, um halo inibitório frente 

ao crescimento de Staphylococcus aureus. Segundo Niu et al. (2015), a 

suplementação de 2,17 a 2,87% de U. pinnatifida na dieta do P. 
monodon melhorou significantemente o desempenho de crescimento, 

aumento da imunidade e da largura e altura da dobra intestinal. 

1.2 Compostos bioativos de microalgas 

Microalgas são organismos ricos em metabólitos e substâncias 

biologicamente ativas de diversas composições químicas, como 

peptídeos, glicídeos e alcalóides (UMA et al., 2011). Possuem uma 

enorme biodiversidade, estimando-se que existam entre 200.000 a 

800.000 espécies, tendo sido descritas apenas 35.000 (CARDOZO et al., 
2007). Esses organismos microscópicos estão sendo cada vez mais 

utilizadas nos diversos campos da biotecnologia, devido à variedade de 

atividades biológicas que estes organismos possuem (PRADHAN et al., 
2012). Dentre essas atividades biológicas, destacam-se a atividade 
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antimicrobiana, anti-inflamatória e antioxidante (BHAGAVATHY et 

al., 2011).  

As microalgas são consideradas um dos alimentos essenciais na 

dieta de diversos organismos marinhos criados em cativeiro. São 

altamente nutritivas, devido ao seu elevado teor em PUFAs (ácidos 

graxos poliinsaturados), especialmente em EPA (ácido 

eicosapentaenóico), ARA (ácido araquidônico) e DHA (ácido 

docosahexaenóico; NATRAH et al., 2007). Devido ao seu perfil 

nutricional, as microalgas têm elevada importância na alimentação de 

larvas de peixe (BECKER, 2004), bivalves e crustáceos filtradores 

(WIKFORS et al., 1996). Além do seu valor nutricional, as microalgas 

também têm sido o foco de estudos sobre a sua aplicação na produção 

de biocombustível (KOBERG et al., 2011) e na fixação de carbono 

(HSUEH et al., 2009). 

As principais microalgas cultivadas comercialmente são espécies 

dos gêneros Chlorella vulgaris Beyerinck (Chlorophyceae) e 

Arthrospira Stizenberger (Cyanophyceae) para a adição em alimentos 

naturais (“health food”), Dunaliella salina Teodoresco para a obtenção 

de betacaroteno e Haematococcus pluvialis Flotow para a obtenção de 

astaxantina (BECKER, 2004). 

A espécie Botryococcus braunii é uma microalga de água doce 

que tem sido estudada como fonte de biocombustível. Além disso, tem 

sido estudada como fonte de compostos para a indústria de cosméticos 

(MENDES et al., 2003). Outro exemplo de microalga com potencial 

bioativos é espécie de microalga Haemotococcus pluvialis, considerada 

a fonte mais rica do mundo na produção de astaxantina, carotenoide que 

apresenta grande atividade antioxidante (GONG e CHEN, 1997; 

MACHMUDAH et al., 2006; KITTIKAIWAN et al., 2007). 

 

2 JUSTIFICATIVA 
 

A utilização de antimicrobianos sintéticos (antibióticos) na 

indústria de produtos de origem animal apresenta riscos para o meio 

ambiente e com impacto na saúde pública devido à seleção de bactérias 

resistentes a antibióticos. A substituição parcial ou até mesmo total de 

quimioterápicos sintéticos por substâncias naturais biologicamente 

ativas frente a micro-organismos patogênicos mostram-se relevantes e 

com grande potencial. Tanto as macroalgas quanto as microalgas 

destacam-se nesse contexto por possuírem compostos bioativos com 

potencial terápico promissor frente às enfermidades que acometem a 

aquicultura. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos da microalga 

Haemotococcus pluvialis e das macroalgas Kappaphycus alvarezii, 
Sargassum filipendula e Undaria pinnatifida frente a bactérias 

patogênicas para a aquicultura. 

3.2 Objetivos específicos 

Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos da microalga 

Haemotococcus pluvialis e das macroalgas Kappaphycus alvarezii, 

Sargassum filipendula e Undaria pinnatifida na inibição in vitro de 

bactérias patogênicas e discutir a sensibilidade encontrada frente aos 

antimicrobianos. 

4 FORMATAÇÃO DOS ARTIGOS 

A dissertação é dividida em dois capítulos: o primeiro referente à 

introdução geral e revisão de literatura; e o segundo capítulo é um artigo 

original formatado segundo normas da revista Pesquisa Agropecuária 

Brasileira. 
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CAPÍTULO II: Artigo original 

 

Atividade antimicrobiana de extratos de algas frente a 

bactérias patogênicas da aquicultura 
 

Resumo 
O presente trabalho teve como objetivo investigar o potencial da 

atividade antimicrobiana dos extratos aquosos das espécies de algas 

Haematococcus pluvialis, Kappaphycus alvarezii, Sargassum 
filipendula e Undaria pinnatifida em isolados de bactérias patogênicas  

de organismos aquáticos (Citrobacter freundii, Pseudomonas 

fluorescens, Streptococcus agalactiae, Vibrio alginolyticus e Vibrio 

anguillarum) e cepas padrão. O método de microdiluição em caldo foi 

utilizado para determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

dos extratos aquosos. Além disso, foi determinado o perfil de 

suscetibilidade a 12 antimicrobianos das bactérias pelo método de disco-

difusão em ágar. O extrato aquoso da microalga H. pluvialis demonstrou 

CIM de 156,25 mg/mL, enquanto os extratos aquosos das macroalgas K. 

alvarezii, Sargassum filipendula e U. pinnatifida obtiveram CIM de 625 

mg/mL, 312,5 mg/mL e 39,062 mg/mL, respectivamente. A 

multirresistência foi observada nas cepas de Citrobacter freundii, 

Pseudomonas fluorescens, Streptococcus agalactiae, Vibrio 

alginolyticus e Vibrio anguillarum,  ou seja, em 100% das cepas 

testadas. Os resultados sugerem que os extratos aquosos das algas 

exerceram atividade antimicrobiana mesmo em cepas multirresistentes 

de bactérias patogênicas da aquicultura, sendo que extrato de U. 
pinnatifida inibiu o crescimento dos micro-organismos com as menores 

concentrações. 

 

Palavras chaves: H. pluvialis; K. alvarezii; S. filipendula; U. 
pinnatifida; resistência múltipla; Vibrio sp. 
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5 INTRODUÇÃO 

 

A aquicultura é um importante setor na produção de proteína 

animal, alcançando uma produção anual total superior a 66 milhões de 

toneladas (FAO, 2014). No Brasil a atividade cresceu 31,1% em 2011 

em relação ao ano anterior, totalizando uma produção de 707 mil 

toneladas (FAO, 2014).  

Apesar do seu crescimento, a indústria aquícola mundial enfrenta 

dificuldades devido à presença de doenças infecciosas, as quais causam 

prejuízos aos produtores, podendo tornar a atividade pouco lucrativa 

(TAVECHIO et al., 2009). Dessa forma, a administração de 

antimicrobianos vem sendo utilizada com o objetivo de eliminar ou 

inibir o crescimento de micro-organismos patogênicos e, 

consequentemente, reduzir a mortalidade dos organismos aquáticos 

(READ e FERNANDES, 2003). 

Entretanto, o uso indiscriminado e errôneo, como a exposição a 

antibióticos em concentrações subinibitórias, pode levar ao surgimento 

de resistência, tanto em bactérias comensais do intestino humano, 

quanto em bactérias dos organismos aquáticos, com possível 

disseminação de genes de resistência em diversas populações 

bacterianas (CABELLO, 2006; GORDON et al., 2007). 

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA, 2013) já proibiu o uso de diversos antibióticos, tais como: 

cloranfenicol e nitrofuranos (IN nº 09, 27/06/2003), quinolonas e 

sulfonamidas (IN nº 26, 9/07/2009), espiramicina e eritromicina (IN nº 

14, 17/05/2012) como aditivo alimentar na produção animal. Este fato 

mostra a necessidade constante de pesquisas e desenvolvimento de 

estudos sobre novas substâncias biologicamente ativas como alternativas 

aos quimioterápicos que atuem na inibição de patógenos, prevenindo as 

enfermidades, bem como promotores de crescimento e sem a presença 

de efeitos colaterais (RAFFA et al., 2005; LIM et al., 2010). 

As algas se caracterizam por ser uma importante fonte de 

compostos bioativos devido a capacidade de produzir metabólitos 

secundários com grande espectro de atividades biológicas. Foram 

detectados em tecidos de algas verdes, vermelhas ou pardas compostos 

com atividade antiviral, antifúngica, vermífuga, antimicrobiana e 

antioxidante (LINDEQUIST e SCHWEDER, 2001; NEWMAN et al., 

2003). 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar in vitro a 

atividade antimicrobiana dos extratos aquosos das espécies de algas H. 
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pluvialis, K. alvarezii, S. filipendula e U. pinnatifida frente a bactérias 

patogênicas para a aquicultura.  

 

6 MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os experimentos foram executados no Laboratório de Camarões 

Marinhos (Anexo 1) e no Laboratório de Morfogênese e Bioquímica 

Vegetal, ambos pertencentes a da Universidade Federal de Santa 

Catarina, no sul do Brasil. 

 

6.1 Material biológico 

 

As amostras da alga nativa Sargassum filipendula foram 

coletadas na praia do Sambaqui, Florianópolis, Santa Catarina, em maio 

de 2015. A biomassa da Kappaphycus alvarezii (Anexo 2) e da 

Haematococcus pluvialis foram coletadas do cultivo dos setores de 

macroalgas e Laboratório de Cultivo de Algas (LCA) do Laboratório de 

Camarões Marinhos (LCM). Já a amostra da alga exótica Undaria 

pinnatifida foi cedida pela empresa argentina Soriano S/A.  

 

6.2 Preparação dos extratos aquosos 

 

Com exceção da microalga H. pluvialis, todas as macroalgas 

passaram por um processo de limpeza para serem congeladas a -20º C e 

posteriormente, liofilizadas. O processo baseia-se na lavagem com água 

destilada por três vezes, banho de 1 minuto em solução de formiato de 

amônio 0,5 mol/L e enxague com água destilada por três vezes 

novamente. Para obtenção do extrato metanólico, a biomassa das algas 

liofilizadas foi moída em nitrogênio líquido no almofariz com pistilo 

(Anexo 3). Alíquotas de 10 g de biomassa moída de cada alga foram 

homogeneizadas em Becker com 100 mL de metanol 80% e realizada  a 

extração durante 1h. Os extratos obtidos foram centrifugados (4000 rpm, 

por 10 minutos, temperatura ambiente) e o sobrenadante 

cuidadosamente recolhido. O solvente foi evaporado em um evaporador 

rotativo sob vácuo a uma temperatura de 55º C. O resíduo aquoso foi 

filtrado em papel de filtro Whaltman e armazenado em recipiente de 

vidro âmbar a -20º C, com concentração de 625 mg/mL. Para controle 

negativo foi utilizado o metanol 80% evaporado em um evaporador 

rotativo sob vácuo a uma temperatura de 55ºC. Sendo o resíduo aquoso, 

utilizado nas análises in vitro. 
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6.3 Espectrofotometria de varredura UV-visível 

 

O perfil espectral UV-visível das amostras de extratos das algas 

foi determinado a partir de uma varredura exploratória. Para obtenção 

das medidas de absorção óptica dos compostos bioativos presentes nos 

extratos aquosos, foi utilizado um Espectrofotômetro UV-Vis (Gold 

Spectrum lab 53 UV-Vis spectrophotometer, BEL photonics, Brasil) 

operando na região de 200ηm a 700ηm. 

 

6.4 Cepas de micro-organismos  
 

As cepas bacterianas utilizadas para as análises microbiológicas 

in vitro foram dividas em cepas padrão (padrão Gram-negativo 

Escherichia coli ATCC 25102, Vibrio harveyi ATCC 14126, Vibrio 

parahaemolyticus ATCC 17802, Vibrio vulnificus LAM 64, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 0053, padrão Gram-positivo 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus meticilina 

resistente (MRSA) ATCC 43300), cepas marinhas descritas como 

patogênicas para aquicultura (Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum) 

e cepas de água doce descritas como patogênicas para aquicultura 

(Citrobacter freundii, Pseudomonas fluorescens, Streptococcus 

agalactiae).  

Para ativação das cepas, uma alíquota de 100 µL dos isolados 

preservados a -20°C em solução de caldo de coração e cérebro (BHI, do 

inglês Brain Heart Infusion) e glicerol foi inoculada em tubo de 10 mL 

contendo caldo BHI para cepas de água doce e BHI suplementado com 

3% de NaCl para as cepas de Vibrio e incubado a 35ºC por 24h. 

 

6.5 Análises microbiológicas  
 

Para obtenção da concentração mínima inibitória (CIM) foi 

utilizado o método de microdiluição em caldo em microplacas de 96 

poços (Anexo 4). Nos testes com os extratos das algas frente aos micro-

organismos C. freundii, Escherichia coli ATCC 25102, P. aeruginosa 

ATCC 0053, P. fluorescens, S. aureus ATCC 25923, S. aureus 
meticilina resistente (MRSA) ATCC 43300 e S. agalactiae foram 

adicionados 100 µL do meio PB (do inglês Poor Broth 1% de peptona, 

0,5% de NaCl, pH 7,4) a cada poço da microplaca de 96 poços de fundo 

chato e 100 µL de cada extrato aquoso no primeiro poço. Posteriormente 

foi realizada uma diluição seriada fator dois até o 12° poço. Finalmente, 

20µL dos micro-organismos patogênicos, citados acima, foram 
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adicionados a cada poço em uma concentração ajustada de 1x10³ UFC 

mL
-1

 de acordo com a escala nefelométrica de McFarland. As 

microplacas foram incubadas a 35ºC por 24 h. Para as análises com as 

cepas do gênero Vibrio, foi realizado o mesmo procedimento, com 

substituição do meio de cultura PB por meio PWS (do inglês Peptone 

Water Saline 1% de peptona, 3% de NaCl, pH 7,0). Os ensaios da CIM 

foram realizados em triplicata.  

Para efeito comparativo do grau de suscetibilidade dos isolados 

de C. freundii, P. fluorescens, S. agalactiae, V. alginolyticus, V. 
anguillarum foi realizado o teste de suscetibilidade a antimicrobiano 

(TSA) por meio do método de disco-difusão em ágar Mueller Hinton 

(HiMedia Laboratories®) seguindo a técnica de Kirby-Bauer 

modificado (Bauer et al., 1966). Foram utilizados os seguintes discos de 

antimicrobianos pertencentes às classes: (1) beta-lactâmicos - penicilina 

(10UI), ampicilina (10μg), piperacilina associada ao tazobactam 

(100/10μg) e amoxicilina associada ao ácido clavulânico (20/10μg), (2) 

aminoglicosídeos - gentamicina (10μg), amicacina (30μg) e tobramicina 

(10μg), (3) fluoroquinolonas - enrofloxacina (5μg), ciprofloxacina 

(5μg), norfloxacin (10μg), levofloxacin (5μg) e ácido nalidíxico (30μg), 

(4) fenicóis - cloranfenicol (30μg), (5) macrolídeos - eritromicina (15μg) 

e azitromicina (15μg), (6) sulfamidas – sulfametoxazol associado ao 

trimetropin (1,25/23,75μg) e (7) tetraciclinas - tetraciclina (30μg), (8) 

cefalosporinas – ceftazidima (30μg), cefoxitina (30μg), cefepime (30μg) 

e cefalexina (30μg), (9) lincosaminas – clindamicina (2μg), (10) 

carbapenêmicos – meropenem (10μg), (11) glicopeptídeos – 

vancomicina (30μg) e (12) ansamicinas – rifampicina (5μg). A leitura do 

método de difusão em disco foi realizada por meio da medição dos halos 

inibitórios de cada disco e comparando com os valores apresentados em 

uma tabela apropriada, conforme o fabricante dos discos (Laborclin®), 

determinando assim a sensibilidade ou resistência da bactéria aos 

antimicrobianos testados. A multirresistência, quando observada, foi 

avaliada conforme Youn et al. (2011), os quais definiram a 

multirresistência aos antimicrobianos como a resistência a mais de três 

antimicrobianos de classes diferentes. Amostra de referência 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle de 

qualidade dos discos. 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 Espectrofotometria de varredura UV-visível 
 

A figura 1 apresenta o perfil espectral dos extratos aquosos das 

algas H. pluvialis, K. alvarezii, S. filipendula e U. pinnatifida.  Pode-se 

observar que os extratos de H. pluvialis, K. alvarezii e U. pinnatifida 

apresentaram grupos cromóforos que absorveram luz entre 200 ηm e 

700 ηm, enquanto que o extrato de S. filipendula apresentou bandas de 

absorção entre 200 ηm e 520 ηm (Figura 1).  

 
Figura 1: Perfil espectrofotométrico de varredura (λ = 200 ηm-700 ηm) dos 
extratos aquosos de H. pluvialis, K. alvarezii, S. filipendula e U. pinnatifida.  

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

A partir dos perfis espectrais de varredura UV-visível das 

amostras em estudo, pode-se inferir a presença de compostos fenólicos 

em quantidades significativas, considerando-se os valores observados de 

máximas de absorbâncias típicas dessa classe de metabólitos. 

7.2 Análises microbiológicas  

 

Os resultados obtidos nos testes de atividade antimicrobiana in 
vitro demonstraram que o extrato da microalga H. pluvialis apresentou 
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ação inibitória sobre nove espécies de bactérias, sendo o extrato mais 

eficiente em relação aos extratos das macroalgas. Este extrato se 

mostrou eficiente frente a três cepas (3/12), sendo 28,6% (2/7) de cepas 

padrão e 50% (1/2) de eficiência nas cepas isoladas de água marinha 

(Tabela 1).   

O extrato de U. pinnatifida apresentou ação inibitória contra 11 

micro-organismos patogênicos. Além disso, o extrato foi o mais 

eficiente, em comparação aos outros extratos, em 75% das bactérias 

testadas (9/12), sendo 71,4% (5/7) em cepas padrão, 66,7% (2/3) em 

cepas isoladas de água doce e 100% em bactérias isoladas de água 

marinha (Tabela 1). 

O extrato de S. filipendula foi eficaz frente aos 12 micro-

organismos testados. Além disso, foi o que obteve melhor eficiência, em 

relação aos outros extratos, frente à cepa de água doce C. freundii, com 

inibição na concentração de 156,25 mg/mL. O extrato de K. alvarezii 
apresentou atividade antimicrobiana em 91,7% (11/12) das cepas 

testadas, contudo as concentrações foram a partir de 312,5 mg/mL, em 

relação as concentrações dos outros extratos, foram consideradas altas. 

O controle negativo não inibiu o crescimento bacteriano. 

Conforme os resultados encontrados na técnica de microdiluição 

em caldo, a inibição de crescimento de 33,3% das cepas ocorreu a partir 

de 78,125 mg/mL com o extrato de H. pluvialis, enquanto que o extrato 

de K. alvarezii ocorreu a partir da concentração de 312,5 mg/mL em 

50% dos isolados. A CIM do extrato de S. filipendula com atividade 

inibitória em 58,5% dos micro-organismos ocorreu a partir da 

concentração de 156,25 mg/mL, enquanto o extrato de U. pinnatifida 

demonstrou eficiência na concentração de 19,531 mg/mL em 50% das 

cepas testadas (Tabela 1). 

Em relação a atividade antimicrobiana frente as bactérias Gram-

positivas, o extrato da microalga H. pluvialis inibiu o crescimento de S. 
agalactiae na concentração de 39,062 mg/mL. Em contrapartida, os 

extratos das macroalgas K. alvarezii, S. filipendula e U. pinnatifida 

apresentaram atividade a partir de 312,5 mg/mL, 156,25 mg/mL e 

19,531 mg/mL, respectivamente. Quanto a atividade inibitória sobre as 

bactérias Gram-negativas, os extratos de H. pluvialis, K. alvarezii, S. 
filipendula e U. pinnatifida demonstraram ação a partir de 78,125 

mg/mL, 312,5 mg/mL, 156,25 mg/mL e 156,25 mg/mL (Tabela 1). 

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de cinco isolados 

de organismos aquáticos observado por meio do método de disco-

difusão em ágar mostrou que 80% dos isolados foram resistentes à 

cefalexina e tobramicina, 60% à ampicilina, amoxicilina associado ao 
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ácido clavulânico, enrofloxacina, cefoxitina e gentamicina e 40% à 

cefepime, amicacina e sulfazotrim. O cálculo da multirresistência aos 

antimicrobianos, realizado segundo Youn et al. (2011), apontou 

resistência a pelo menos um componente de três ou mais classes de 

antimicrobianos em 100% dos isolados testados (Tabela 1). 
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8 DISCUSSÃO 

 

Os compostos bioativos presentes nos diferentes tipos de algas 

são responsáveis por conferir a atividade biológica desses organismos de 

tamanha diversidade metabólica (PARSAEIMEHR e CHEN, 2013). No 

presente trabalho, podemos observar através da espectrofotometria de 

varredura UV-visível, a presença da classe de compostos fenólicos nos 

extratos aquosos das quatro espécies de algas testadas. Segundo Adam 

et al. (1998) a presença de tais compostos justifica a atividade 

antimicrobiana de extratos de algas. Na região espectral de 290 a 380 

ηm ocorre a absorção de compostos fenólicos, mas também ocorre a 

absorção de proteínas e ácidos nucleicos (BACHEREAU et al.,1998). 

Contudo, devido à utilização da solução metanol 80% para realizar a 

extração, é possível que as proteínas estejam precipitadas ou 

degradadas. Dessa forma, sugerimos a presença da classe de compostos 

fenólicos e podemos considerar que essas moléculas são responsáveis 

por conferir aos extratos das algas seu potencial antimicrobiano in vitro 

frente às bactérias patogênicas da aquicultura. 

Quanto as análises microbiológicas, o extrato aquoso da 

microalga H. pluvialis obteve resultados de CIM inferiores a 78,125 

mg/mL frente a Gram-negativos. Além disso, apresentou eficiência 

tanto nos isolados de água doce, quanto de água marinha, ressaltando 

que contra à cepa de água marinha de V. anguillarum o crescimento foi 

inibido na concentração de 19,531 mg/mL, a menor concentração 

observada, em relação aos outros extratos. A atividade antimicrobiana 

observada ocorre provavelmente devido aos ácidos graxos de cadeia 

curta, tais como ácido butanoico, metil lactato e fenóis simples. Estes 

estão presentes na astaxantina, carotenóide encontrado em altos teores 

na H. pluvialis, responsáveis pela inibição de bactérias e fungos, além 

de possuir atividade antioxidante (WANG et al., 2000; SANTOYO et 
al., 2009). Rao et al. (2010) encontraram uma CIM a partir de 400 ppm 

do extrato de H. pluvialis frente a cepas bacterianas Gram-positivas e 

Gram-negativas.  

Dentre os extratos de macroalgas avaliados, o que demonstrou 

maior potencial antimicrobiano, devido a capacidade de inibir as cepas 

com as menores concentrações na técnica de microdiluição em caldo, foi 

o extrato aquoso de U. Pinnatifida, evidenciando, dessa forma, sua 

possível aplicabilidade em ambientes de água doce e marinha, e 

também, em cepas Gram-positivas e Gram-negativas. Além disso, os 

isolados de água doce e marinha em que o extrato apresentou eficiência 

na inibição, foram considerados multirresistentes conforme Youn et al. 
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(2011), consequentemente, possuem maior dificuldade de inibição. 

Segundo Silva et al. (2013), macroalgas marinhas demonstraram 

atividade antibacteriana contra espécies do gênero Vibrio virulentas e 

resistentes a antibióticos, observação que corrobora com os resultados 

obtidos neste trabalho. Cabral (2012) avaliou extratos etanólicos de U. 

pinnatifida em proporções de 60%, 80% e 100%, sendo este o qual 

demonstrou atividade inibitória frente a Klebsiella pneumoniae e 

Listeria monocytogenes, com CIM entre 19,53 e 39,06 mg/mL, valores 

próximos aos observados na CIM frente as bactérias Gram-negativas 

testadas no presente estudo. Entretanto, os solventes utilizados são 

distintos, e o metanol 80% é a solução mais indicada para extração de 

compostos fenólicos, os quais são apontados como um dos diversos 

compostos bioativos, responsáveis pela inibição do crescimento 

bacteriano (VIEIRA et al., 2009). 

A atividade antimicrobiana do extrato aquoso de S. filipendula 

observada neste trabalho ocorreu a partir da concentração de 156,25 

mg/mL, sendo o único extrato, dentre os avaliados, que obteve atividade 

antimicrobiana frente a 100% (12/12) das cepas testadas. Além disso, 

foi o mais eficiente, em relação aos outros extratos avaliados, contra as 

cepas Gram-negativas de E. coli e C. freundii com CIM de 39,062 

mg/mL e 156,25 mg/mL, respectivamente. Dessa forma, podemos 

comprovar seu caráter inibitório seletivo frente a bactérias Gram-

negativas. Sastry e Rao (1995) apontam a molécula bioativa dioctyl 
phthalate (DOP) como responsável pela atividade antimicrobiana do 

extrato de Sargassum wightii frente a S. aureus, Proteus vulgaris, E. 
coli, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Shigella sonnie, V. 
cholerae e P. aeruginosa. O extrato de Sargassum dentifolium com o 

solvente diclorometano, testado in vitro por Shanab (2007), pela 

metodologia de disco-difusão, apresentou halos de 12mm para Bacillus 
subtilis e Streptococcus fuecalis, e de 11mm para Escherichia coli e 

Staphylococcus albus. Além da ação inibitória sob o crescimento de 

bactérias relatada na literatura, o ácido algínico, polissacarídeo presente 

na parede celular de algas marinhas pardas, isolado de S. wightii 
demonstrou potente ação anti-inflamatória e antioxidante 

(PARSAEIMEHR e CHEN, 2013). 

A macroalga K. alvarezii tem em sua composição bioquímica a 

presença de carboidratos, proteínas, lipídeos, ácidos graxos, 

aminoácidos, esteróis e fenóis (RAJASULOCHANA et al., 2009). Os 

metabólitos secundários terpenóides, florotaninos e fenóis são os 

compostos apontados como responsáveis pela atividade antimicrobiana 

que as macroalgas marinhas exercem frente a micro-organismos 
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patogênicos (PRABHA et al., 2013). Exemplo disso, são os resultados 

observados no presente estudo, onde o extrato aquoso de K. alvarezii foi 

capaz de inibir o crescimento bacteriano de 11 bactérias avaliadas a 

partir de 312,5 mg/mL. Sivakumar et al. (2014), embora tenham 

utilizado a técnica de disco-difusão em ágar, tida como menos precisa 

(NASCIMENTO et al., 2007), apontam um halo de inibição de 8,6 mm 

na concentração de 300 μg do extrato bruto de K. alvarezii frente a 

isolados de V. harveyi provenientes da larvicultura de P. monodon. Esse 

resultado corrobora com os observados no presente estudo, onde o 

extrato aquoso de K. alvarezii foi capaz de inibir o crescimento de 80% 

(4/5) das cepas de Vibrio testadas, incluindo a espécie de V. harveyi. A 

única cepa testada que o extrato de K. alvarezii não inibiu foi a do V. 

alginolyticus. Tal bactéria é relatada na literatura como um dos 

patógenos responsáveis por provocar na macroalga K. alvarezii a 

enfermidade ice-ice. Dessa forma, sugerimos que a inatividade 

observada do extrato da K. alvarezii frente a cepa de V. alginolyticus 
esteja associada à enfermidade ice-ice. 

No presente trabalho observamos a predileção da atividade 

antimicrobiana da microalga de água doce H. pluvialis por micro-

organismos oriundos de ambientes marinhos, enquanto as macroalgas de 

águas marinhas, K. alvarezii, S. filipendula. e U. pinnatifida, mostraram-

se mais eficazes na inibição do crescimento de cepas provenientes de 

água doce. Os micro-organismos provenientes de água doce não 

apresentavam mecanismos de defesa às biomoléculas ativas presentes 

nas algas marinhas, assim como as bactérias de água salgada expostas 

ao extrato da microalga de água doce H. pluvialis, pois tais compostos 

não pertencem ao seu habitat, assim, foi observada a inibição. Dessa 

forma, sugere-se que esse seja o motivo para tal predileção. Manivannan 

et al. (2011) observou característica semelhante em seu estudo, onde as 

algas marinhas Turbinaria conoides, Padina gymnospora e Sargassum 
tenerrimum demonstraram atividade antimicrobiana seletiva por micro-

organismos naturais de água doce.  

A CIM dos extratos das algas para as 12 espécies de bactérias 

testadas variou de 2,442 a 312,5 mg/mL, ou seja, foi necessária uma 

maior concentração dos extratos para exercer atividade antimicrobiana, 

quando comparado com as concentrações de estudos semelhantes 

realizados. No entanto, autores como Hood et al. (2003) sustentam a 

impossibilidade da comparação direta entre pesquisas de atividade 

antimicrobiana de extratos e óleos essenciais devido à falta de 

padronização dos métodos.  



39 

 

  

Quanto ao perfil de susceptibilidade dos cinco isolados observado 

no método de disco-difusão, os resultados obtidos são semelhantes aos 

descritos por Gastalho et al. (2014) que indicam uma resistência mais 

comum de isolados Gram-negativos de organismos aquáticos à 

cefalosporinas. No entanto uma porcentagem relativamente alta de 

isolados foi resistente a outros antimicrobianos, destacando a 

tobramicina, gentamicina e enrofloxacina. O cálculo da multirresistência 

aos antimicrobianos ressaltou que 100% dos isolados foram resistentes a 

pelo menos um componente de três ou mais classes de antimicrobianos 

conforme Youn et al. (2011). De acordo com Guardabassi e Kruse 

(2010), este resultado é um alerta para a emergência de cepas 

multirresistentes na aquicultura. Estes achados justificam a importância 

da implementação de medidas de controle do uso de antimicrobianos 

sintéticos na aquicultura. Contudo, não houve relação entre 

multirresistência aos antimicrobianos e resistência aos extratos das algas 

por nós testados.  

 

9 CONCLUSÃO  

 

Os extratos aquosos de H. pluvialis, K. alvarezii, S. filipendula e 

U. pinnatifida exercem atividade antimicrobiana in vitro frente a 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas patogênicas para organismos 

aquáticos. 

Dentre os extratos avaliados, o extrato de U. pinnatifida 

apresentou o maior potencial antimicrobiano contra as cepas bacterianas 

avaliadas.    
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ANEXOS 

 
Anexo 1. Laboratório de Camarões Marinhos (LCM) da Universidade Federal 
de Santa Catarina (UFSC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Acervo do LCM. 

Anexo 2. Biomassa de Kappaphycus alvarezii coletada do setor de macroalgas 

do LCM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal. 

Anexo 3. Biomassa da alga Sargassum filipendula liofilizadas e moída em 

nitrogênio líquido no almofariz com pistilo. 
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Fonte: Arquivo pessoal 

Anexo 4. Preparo da técnica microdiluição em caldo em microplacas de 96 
poços. 

 
Fonte: Arquivo pessoal 

 


