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RESUMO 

 

A urbanização e o crescimento desordenado das cidades litorâneas aumentam as 

taxas de perturbação ambiental e fluxo de efluentes nos corpos d'água. A 

contaminação orgânica resulta na eutrofização e altera a distribuição de cepas 

bacterianas dos ambientes marinhos. Pelos efluentes há fluxo de fármacos, dando 

início à pressão seletiva que favorece a resistência bacteriana, novos processos 

infecciosos e consequente demanda por novos fármacos. Macroalgas possuem ampla 

distribuição e plasticidade adaptativa, atribuídas principalmente ao seu metabolismo 

secundário. Os bioativos algais vêm sendo amplamente estudados por suas 

propriedades antibacterianas: uma alternativa natural, eficaz, com baixo efeito 

colateral comparada aos antimicrobianos sintéticos comercializados. Esta pesquisa 

investigou a atividade antibacteriana de extratos metanólicos e aquosos de quatro 

espécies de macroalgas conspícuas de ambientes insulares do litoral do Paraná (Ulva 

sp., P. acanthophora e S. cymosum e G. brasiliensis) frente a enterobactérias 

cultivadas a partir de amostras de água marinha contaminadas, comparando com uma 

linhagem de referência de E. coli. A análise da água para cultivo foi realizada pelo 

teste Colilert®-18. A água positivada para E. coli foi filtrada e então cultivada em meio 

seletivo (MacConkey). Após repicagens seriadas e teste de coloração Gram, o teste 

bioquímico identificou a nível de família (Bacteriaceae). A atividade antibacteriana dos 

extratos foi avaliada em disco-difusão e microdiluição em caldo. Os dados foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e ao teste de Tukey. Os resultados 

obtidos permitem atribuir atividade antibacteriana aos extratos metanólicos de todas 

as espécies investigadas. O extrato metanólico de Ulva sp. reduziu a atividade 

bacteriana em ambas as linhagens concentrações testadas. P. acanthophora 

apresentou a maior taxa de inibição do estudo e o extrato de S. sargassum inibiu até 

80% da cultura de linhagem referência na concentração de 1,6mg/mL. G. brasiliensis 

apresentou baixa atividade antibacteriana. Considerando a ampla distribuição e 

grande biomassa de Ulva e Sargassum, recomenda-se futuros isolamentos 

bioquímicos e uso em biorremediação.  

 

 

 

Palavras-chave: Gram-negativa, Metabólitos Secundários, Macroalgas 



 

 

ABSTRACT 

 

Urbanization and the disorderly growth of coastal cities increase the rates of 

environmental disturbance and effluent flow into the aquatic environment. Organic 

contamination results in eutrophication and alters the distribution of bacterial strains in 

marine environments. Drugs flow also through the effluents, initiating the selective 

pressure that favors bacterial resistance, new infectious processes and consequent 

demand for new drugs. Macroalgae have a wide distribution and adaptive plasticity, 

mainly attributed to their secondary metabolism. Algal bioactives have been widely 

studied for their antibacterial properties: a natural, effective alternative with low side 

effects compared to commercially available synthetic antimicrobials.This research 

investigated the antibacterial activity of methanolic and aqueous extracts of four 

species of conspicuous macroalgae from insular environments on the coast of Paraná 

(Ulva sp., P. acanthophora, S. cymosum and G. brasiliensis) against 

Enterobacteriaceae cultivated from samples of contaminated marine water, compared 

to a reference strain of E. coli. The analysis of water for cultivation was performed 

using the Colilert®-18 test. The positive water for E. coli was filtered and then cultured 

in a selective medium (MacConkey). After serial subcultures and Gram staining, the 

biochemical test identified the family level (Bacteriaceae). The antibacterial activity of 

the extracts was evaluated by disk diffusion and broth microdilution. Data were 

subjected to analysis of variance (ANOVA) and Tukey's test. The methanolic extracts 

of all species surveyed showed antibacterial activity. The methanolic extract of Ulva 

sp. reduced bacterial activity in both strains tested concentrations. P. acanthophora 

showed the highest inhibition rate in the study and the S. sargassum extract inhibited 

up to 80% of the reference strain culture at a concentration of 1.6mg/mL. G. 

brasilienses showed low antibacterial activity. Considering the wide distribution and 

large biomass of Ulva and Sargassum, future biochemical isolations and use in 

bioremediation are recommended.  
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INTRODUÇÃO 

 

Conservação Marinha 

 

Os serviços ecossistêmicos fornecidos pelos oceanos são de suma importância 

para a vida humana, desde fonte de alimentos, passando por compostos para as 

indústrias alimentícia, têxtil, nutracêuticos e fármaco-cosmética (Pereira, 2010; 

Fonseca, 2016). Além da multiplicidade de atividades econômicas, aspectos culturais 

e recreativos dos ecossistemas marinhos, há processos regulatórios ecológicos, como 

ciclagem de nutrientes, liberação de oxigênio (e sequestro de carbono pelas algas, 

além da regulação do clima global pelas trocas oceano-atmosfera (Pellizzari et al. 

2017, 2020a; Lomartire, Gonçalves & Shikov, 2022).  

Assim como o ambiente costeiro, ecossistemas insulares com maior 

proximidade da faixa litorânea são diretamente impactados pelas atividades humanas, 

paralelamente os organismos marinhos apresentam ecologia e desenvolvimento 

fisiológico alterados diante de diferentes estressores e características ambientais. A 

interface marinha e continental apresenta amplitude climática característica (muitas 

vezes ampla) e geomorfologia heterogênea, a exemplo de praias arenosas, costões 

rochosos, recifes de corais, estuários e manguezais, os quais são habitat para uma 

vasta diversidade de espécies (MMA, 2012; Andrade et al., 2020), incluindo diversos 

organismos de interesse comercial como peixes, caranguejos, siris, camarões (Beirão, 

2020) e macroalgas (Jesus et al., 2013).  

A urbanização e o crescimento desordenado das cidades litorâneas aumentam 

as taxas de perturbação ambiental, a perda de habitat e de biodiversidade (Sganzerla 

et al., 2021). O crescimento desordenado das populações costeiras, atividade 

portuária e indústrias ao longo da costa, geram pressões (Torres et al., 2008) que se 

somam a outras de caráter natural. A exemplo disto há mudanças meteorológicas e 

oceanográficas que causam ampla e abrupta variação termohalina e de pH das águas 

marinhas, resultando no aumento de eventos naturais (ICMBio 2013, MMA 2018). 

Historicamente, a expansão urbana e efluente de diversas origens, incluso domésticos 

sem tratamento, resultam em eutrofização excessiva e contaminação orgânica do 

ambiente marinho (Wang et al., 2021), desta forma a comunidade microbiana marinha 

cresce e pode funcionar como bioindicador da qualidade de água marinha para 

recreação, cultivos e pesca. A concentração elevada de microrganismos bacterianos 
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(ex. Escherichia coli) específicos, indica que o local está impróprio para pesca e 

recreação, uma vez que aumenta a exposição a contaminantes, um problema de 

saúde pública, que gera impacto ambiental e causa prejuízo econômico.  

O próprio ecossistema marinho fornece mecanismos de recuperação e 

resiliência para alguns impactos, conceitos utilizados em técnicas como 

biorremediação (Tremblay-Gratton et al. 2017, Saad et al. 2021) e aquicultura 

multitrófica integrada (Brown et al. 2011, Elionzo-González et al. 2018), onde o 

emprego de esforço humano controla o equilíbrio de sistemas. Em contrapartida, os 

organismos marinhos sobrevivem e vivem em comunidades complexas e em estreita 

associação com outros em um ambiente competitivo e hostil. Eles produzem 

metabólitos secundários complexos como resposta à pressão ecológica, causada pela 

competição por espaço, por predação e devido às variações de maré. Alguns desses 

compostos são antimicrobianos que inibem ou limitam o desenvolvimento e 

crescimento de outros microrganismos competitivos (Perez et al. 2016). 

 

Aspectos Microbiológicos 

 

Bactérias podem ser encontradas em todos os ecossistemas e organismos 

existentes. No ambiente marinho, encontram-se livres na coluna d’água, aderidas a 

partículas de sedimentos, ou em tecidos e órgãos de animais e macroalgas (Dionisio 

2000). A distribuição de cepas bacterianas no ambiente marinho, incluso patógenos, 

é resultado da disponibilidade de substratos e/ou hospedeiros suscetíveis, mantendo 

o equilíbrio ecológico de ambos (Moura et al. 2011). Miquelante (2007) atenta para a 

importância ecológica de microrganismos no ambiente marinho, uma vez que as 

bactérias têm capacidade de degradar compostos orgânicos e realizar a ciclagem de 

nutrientes, sendo o principal componente biótico dos ciclos biogeoquímicos marinhos 

e estuarinos juntamente com fungos e leveduras (Vieira et al. 2012). Desta forma, são 

componentes indispensáveis na teia alimentar bentônica, pois, por meio da 

assimilação de matéria orgânica dissolvida e transferência de carbono orgânico 

particulado aos níveis tróficos superiores, completa-se o ciclo biogeoquímico.  

Entretanto o aumento de atividade antropogênica e estressores ambientais, tais 

como o descarte de resíduos líquidos e sólidos e lançamento de efluentes tanto 

industriais quanto domésticos, causa forte impacto nos ecossistemas, principalmente 

na disponibilidade de cepas bacterianas e substratos que favorecem o crescimento e 
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proliferação destas e amplificam a vulnerabilidade da saúde humana, provocando 

alterações nos processos ecológicos, meio ambiente versus biota (MMA 2017; 

Nicolodi et al. 2018). A exemplo disso, a família das enterobactérias 

(Enterobacteriaceae), bactérias Gram-negativas muito abundantes que agrega dentre 

outros grupos o de coliformes, costumam ser resistentes a elevadas temperaturas, 

patogênicas de importância para a saúde humana, uma vez que constituem a principal 

causa de infecção intestinal em todo o mundo (Trabulsi & Alterthum 2005). Estudos 

genéticos incluíram este grupo dentro das Proteobacteria, e sua ordem é 

Enterobacteriales (Fig.1). 

 

 

 

Figura 1. Enterobactérias e sua classificação. São mais de 100 espécies de bactérias 
Gram negativas, distribuídas em 30 gêneros. Agrega dentre outros grupos de 
coliformes, costumam ser resistentes a elevadas temperaturas, patogênicas de 
importância para a saúde humana, uma vez que constituem a principal causa de 
infecção intestinal no globo. 

 

 Alguns gêneros são integrantes comensais da microbiota intestinal de aves e 

mamíferos, inclusive humanos, como a Escherichia coli, outros como habitantes do 

solo ou da água. Os gêneros Salmonella, Proteus, Shigella e Yersinia são associados 

a processos patogênicos (Silva 2015). Abundantes em ambientes enriquecidos com 

matéria orgânica, as enterobactérias são indicadoras de qualidade da água (Silva 
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2015; Miquelante & Kolm 2011). E.coli é reconhecido como um microrganismo 

modelo, pois sua genética e bioquímica foram exaustivamente estudadas nas últimas 

décadas (Trabulsi & Altherthum 2005), este bacilo Gram-negativo é componente da 

flora intestinal normal porém causador de doenças intestinais e extra-intestinais em 

humanos. Embora estas bactérias sejam mais abundantes em ambiente terrestres e 

em sua biota natural (intestino de aves e mamíferos), diversos fatores biogeoquímicos 

explicam a permanência e a viabilidade das cepas destes microrganismos em água 

do mar. A rota de entrada de populações patogênicas são os efluentes domésticos 

não tratados, dada pela interface entre água doce (rio), ambiente de transição 

(estuário) e água salgada (mar) (Pommepuy et al. 2005).  

A contaminação provinda de efluente antropogênico não se limita aos 

microrganismos: o descarte de fármacos diversificados, lixiviação de dejetos com 

hormônios e outros compostos químicos presentes em humanos, alimenta o fluxo de 

fármacos em ambientes naturais pela mesma rota dos patógenos. Desta forma iniciam 

uma pressão seletiva que favorece a permanência e resistência bacteriana nos 

ambientes naturais (Silva 2015; Pommepuy et al. 2005; Moura et al. 2011; Hoffman et 

al. 2015).  

 

 

Figura 2. Mecanismos de Resistência Bacteriana. Bactérias livres no ambiente entram 
em contato com antimicrobianos, são selecionadas, se proliferam e possuem 
capacidade de compartilhar sua resistência com as demais. (fonte:https://www.biomerieux-

diagnostics.com/antimicrobial-stewardship) 
 

O consumo exacerbado e indiscriminado de antimicrobianos tem sido apontado 

como o grande facilitador da resistência bacteriana, isso acontece porque muitos dos 
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antimicrobianos comercializados são de origem sintética e permanecem no ambiente 

onde são descartados por muito tempo. Segundo Landry & Boyer (2013) (apud Barros 

2017), aproximadamente 64% dos produtos farmacêuticos destinados ao uso humano 

são excretados na urina como composto original ou metabólitos. Ao entrar em contato 

com cepas bacterianas, os fármacos estimulam uma seleção natural, onde as mais 

resistentes proliferam (Calumpong et al. 2014).   

A resistência antibiótica, multirresistência a fármacos, ou resistência 

antimicrobiana é a capacidade de um microrganismo, incluso bactérias, de resistir aos 

efeitos de medicamentos convencionais, como os antibióticos, e pode ser definida 

como uma alteração genética que se expressa bioquimicamente (Sun et al. 2013). Há 

diversos mecanismos químicos que tornam uma bactéria resistente: produção de 

enzimas, mudança na permeabilidade da membrana, expulsão do antibacteriano da 

célula (Trabulsi & Alterthum 2005), pode ser inerente a um grupo específico de 

bactérias, ocorrer na forma de uma mutação genética ou ainda pode ser transferida 

entre indivíduos. 

A resistência antimicrobiana é uma das maiores ameaças à saúde humana em 

todo o mundo (Walker et al. 2009), já que limita muito a probabilidade de tratamento 

colocando em risco a eficácia de antimicrobianos disponíveis para tratamentos 

(Ventola 2015). Populações de áreas costeiras estão expostas à qualidade da água 

marinha, em virtude da dependência de recursos oriundos destes ecossistemas, tanto 

para alimento ou outras indústrias, quanto para fins recreacionais. Mesmo com 

indícios de infecções de origem marinhas em humanos, o diagnóstico e o tratamento 

raramente relacionam a causa dessas infecções com o ambiente onde ocorrem 

(Fleming et al. 2008; Repsold et al. 2020).  

Algumas florações de algas (micro ou macro) estão associadas à eutrofização 

em ambientes aquáticos, incluindo microalgas que produzem toxinas (Moura et al. 

2011; Fleming et al. 2008), o que sugere que muitos desses organismos utilizam de 

estratégias fisiológicas diversificadas e arsenal bioquímico para se defenderem e 

sobreviverem à presença de estressores ambientais oriundos de ação antrópica ou 

mudanças abióticas “naturais”. Incluindo uma gama de compostos químicos 

antioxidantes, fotoprotetores, que podem ter ação antibacteriana, fúngica ou viral, a 

despeito da resistência adquirida por estes microrganismos.  

Além disso, estudos demonstram que macroalgas, como produtoras de 

diversos tipos de polissacarídeos, são excelentes substratos para a sobrevivência de 
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muitos microrganismos estuarinos e marinhos, sendo alguns patogênicos (Whitman 

et al. 2004, Englebert et al. 2008) dentre eles fungos, leveduras (Rosa et al. 2003) 

vírus e bactérias, principalmente Escherichia coli.  

 

Aspectos Ficológicos 

 

Macroalgas marinhas juntamente com o fitoplâncton, são organismos 

autótrofos e produtores primários responsáveis pela produção de mais de 60% do 

oxigênio disponível no globo (Calumpong et al. 2021). Ambos os grupos, micro e 

macroalgas, formam um importante componente dos ecossistemas marinhos, tanto 

de zonas costeiras quanto oceânicas, sendo base de teia alimentar, provendo nutrição 

e habitat para diversas espécies marinhas. Macroalgas distribuem-se ao longo do 

globo desde zonas polares e tropicais, de ambientes superfóticos entremarés e ou 

rasos, a ambientes mais profundos com baixa incidência de luz, em zonas de amplo 

gradiente halino, e em ambientes pristinos a eutrofizados e contaminados.  

Esta ampla distribuição ocorre devido à plasticidade de alguns gêneros de se adaptar 

a condições abióticas muito específicas e/ou a tolerar condições ambientais com 

variações muito amplas ou extremas (Pellizzari et al. 2020). As algas são bentônicas 

e fixam-se em substratos consolidados tanto em costões rochosos, rochas, substratos 

duros naturais ou artificiais, troncos de manguezais, ou como epífitas de outras 

espécies (Pedrini 2010).  

A fisiologia algal envolve desde a produção de pigmentos fotossintetizantes até a 

síntese de compostos do metabolismo secundário. Metabólitos secundários 

funcionam como defesa contra condições abióticas extremas (e.g. compostos 

antioxidantes e fotoprotetores), e quando isolados podem ter sua ação bioativa 

aplicada a fármaco cosmético, como é o caso dos antibacterianos ou bactericidas.  

No entanto, a ecologia química das algas marinhas é compreendida em diferentes 

áreas do globo de forma desigual. Por exemplo, as algas antárticas estão entre os 

grupos menos estudados em termos de ação antibacteriana. Recentemente Martín‐

Martín et al. (2022) estudaram as evidências experimentais de atividade 

antimicrobiana em 22 espécies de algas marinhas antárticas, abordando papel 

ecológico e potencial antimicrobiano. Os autores realizaram extrações separando as 

frações lipofílicas e hidrofílicas, usando o método de difusão em disco contra sete 

bactérias antárticas e sete substitutos patogênicos humanos. Foi demonstrado que os 
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extratos das algas vermelhas (especialmente Delisea pulchra) inibiram um maior 

número de microrganismos em comparação com as algas pardas, e que as frações 

lipofílicas foram mais ativas do que as hidrofílicas. Ambos os tipos de bactérias 

testadas (Gram-negativas e Gram-positivas) foram inibidas, principalmente por 

frações butanólicas, sugerindo uma tendência de defesa química inespecífica. No 

entanto, bactérias Gram-negativas e um fungo patogênico apresentaram maior 

resistência. Isto contribuiu para a evidência de interações químicas antimicrobianas 

entre algas antárticas e microrganismos simpátricos (que ocorrem na mesma região 

geográfica), bem como o potencial de extratos de algas marinhas para aplicações 

farmacológicas. 

No Brasil estão listadas atualmente ca. de 925 espécies de macroalgas 

marinhas, sendo 222 Ulvophyceae (Chlorophyta), 594 Rhodophyta, e 109 

Phaeophyceae (Ochrophyta) (Guiry & Guiry, 2023). Os três grupos algais possuem 

uma combinação específica de pigmentos fotossintéticos, Chlorophyta (algas verdes), 

Rhodophyta vermelhas) e Phaeophyceae (pardas ou marrons). 

As macroalgas verdes são compostas por clorofilas a e b, podendo apresentar 

outros pigmentos, principalmente da classe dos carotenóides, sintetizam o 

polissacarídeo amido como substância de reserva (Raven et al. 2001), possuem 

parede celular composta de pectina e celulose (Sprung 2002) e estão presentes em 

diversos ecossistemas marinhos e estuarinos (Pellizzari & Sinclair; WOA 2021). 

As algas Rhodophyta são predominantemente marinhas com alguns poucos 

táxons estuarinos. Possuem nuances de cor rósea, avermelhada ou vinácea, 

resultante da presença de clorofila a e d, pigmento acessório ficoeritrina, ficocianina e 

aloficocianina (SILVA 2009). Estas algas ainda podem sintetizar ficobiliproteínas, 

carotenóides, luteína, zeaxantina (Sprung 2002). Como substância de reserva, 

possuem amido e caracterizam-se pela ausência de células flageladas (Pedrini 2010). 

Possuem ampla distribuição latitudinal, com diversidade concentradas em zonas 

tropicais e temperadas, mas sua biomassa pode predominar em algumas zonas mais 

frias, incluso polares. 

Algas pardas (Phaeophyceae/Ochrophyta) são prioritariamente marinhas de 

ampla distribuição por todas as latitudes, de águas polares. Existem pelo menos 1500 

espécies descritas, mais abundantes em águas temperadas, boreais e polares (Guiry 

& Guiry 2023; SILVA 2009). Estes organismos sintetizam clorofila a e c, e a coloração 

é proveniente dos pigmentos carotenóide e fucoxantina (Raven et al. 2001), não 
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produzem amido e armazenam energia em laminarina e manitol (Strung 2002), ainda 

possuem parede celular formada por celulose e protegida por camada mucilaginosa 

(Pedrini 2013).  

Além da grande importância ecológica das algas, ressalta-se também sua 

relevância econômica, diretamente como alimento e ou provendo matéria prima 

industrial na fabricação de tintas, colas, borrachas, isolantes e lubrificantes para 

eletroeletrônica, impermeabilizantes e fixadores de pigmentos na indústria têxtil 

(Pedrini 2010), biocombustíveis, fertilizantes e degradação de petróleo (Beirão 2020). 

As algas são altamente nutritivas quando consumidas in natura, em geral têm baixo 

teor de lipídeos e calorias, algumas espécies possuem alta concentração de minerais 

(ferro, iodo, cálcio, potássio, magnésio), aminoácidos, e fibras, sendo importantes 

repositores nutricionais (Pereira 2010). Ainda, são ricas em vitaminas B1, B2, B6, C e 

E, além de niacina e oligoelementos (Fonseca 2016). Na indústria alimentícia, 

nutracêutica e/ou cosmética, as macroalgas são amplamente utilizadas para extração 

como fontes de polissacarídeos coloidais de espessantes, estabilizantes, 

conservantes e emulsificantes, à ex. de ágar, carragenana e alginatos (Pellizzari & 

Reis 2014). O alginato, extraído de alguns gêneros de Phaeophyceae, é um 

ficocolóide usado como excipiente para fármacos e moldes dentários. O ágar e 

carragenana são outros dois ficocolóides extraídos de alguns gêneros de algas 

vermelhas, sendo usados amplamente na indústria de rações como gelificantes, 

estabilizantes e emulsificantes. O ágar é a base para subproduto de importância para 

a fabricação de meios de cultura, separação de macromoléculas e obtenção de 

anticorpos (Pellizzari & Reis 2014; Pereira 2010). 

A diversidade de macroalgas, seus polissacarídeos coloidais, subprodutos e 

metabólitos secundários extraídos, os quais são sintetizados como estratégias de 

sobrevivência, podem apresentar subsídios para futuras pesquisas em busca de 

novos fármacos, seja com base em produtos naturais e/ou sintéticos. Estudos 

demonstram que a zona entre marés, habitat de muitas macroalgas, funciona como 

um ecossistema ideal para bactérias termotolerantes, assim como para outros 

microrganismos patogênicos (Beversdorf et al. 2006; Ortiz & Galicia-Jiménez 2013). 

A permanência desses organismos suscita a pressão ecológica que pode induzir e/ou 

estimular a síntese de metabólitos secundários, incluindo compostos antibacterianos 

por algumas algas (Perez et al., 2016).  
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Os metabólitos secundários são assim chamados porque não participam das 

atividades relacionadas ao crescimento e desenvolvimento do organismo. Compostos 

como terpenóides, esteróides, compostos fenólicos, alcenos e florotaninos são 

sintetizados como estratégia de defesa para suportar as pressões ecológicas que as 

macroalgas sofrem em ambientes extremos e ou mutantes, tais como da temperatura 

e da salinidade da água, da incidência de luz, além dos estressores antropogênicos 

(Shanmughapriya et al., 2008). Estes compostos atuam principalmente como 

potencial antibacteriano (Sridhar et al., 1999; Nagayama, 2002; Shafay, 2016; Perez 

et al., 2016; Yong Li, 2018; Shanmughapriya et al., 2008; Coronel et al., 2020; Hussen 

et al., 2020; Bhruyar et al., 2020; Scania & Chasani, 2021; Cmiková et al. 2022).  

Desta forma, o uso de extratos de algas marinhas pode ser uma alternativa 

natural, eficaz, com menos efeitos colaterais e menor toxicidade do que os 

antimicrobianos sintéticos atualmente comercializados no combate às bactérias 

resistentes (Cmikova et al.,2022; Coronel et al., 2020; Hussein et al., 2020)  

Visto a importância das macroalgas no controle das cepas bacterianas 

resistentes, este estudo visou adequar um protocolo para seleção de enterobactéria 

ambiental marinha, avaliando sua capacidade de resistência. Ainda foi investigada a 

atividade antibacteriana de diferentes extratos macroalgais, com intuito de embasar 

um possível isolamento de composto químico com atividade contra as cepas 

bacterianas ambientais selecionadas. 

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

 

Testar a atividade antibacteriana de extratos de macroalgas contra 

Enterobacteriaceae cultivada a partir de amostras de água do mar imprópria para 

balneabilidade, comparando com uma linhagem de referência de E. coli (ATCC 

25922). 

 

Objetivos Específicos 

 

● Cultivar bactéria proveniente de água do mar de praias impróprias para 

balneabilidade do litoral do Paraná; 
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● Obter os extratos metanólicos das macroalgas Ulva sp., P. acanthophora, S. 

cymosum e G. brasiliensis por meio da técnica de maceração; 

● Preparar extratos aquosos das macroalgas Ulva sp., P. acanthophora e S. 

cymosum por meio de autoclavagem; 

● Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos metanólicos e aquosos contra 

bactéria cultivada por método quantitativo e qualitativo; 

● Analisar o perfil de suscetibilidade e resistência à antibacterianos de 

Enterobacteriaceae cultivada do ambiente por meio de antibiograma por disco 

difusão. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Área de Estudo 

 

A costa marinha brasileira se estende por aproximadamente 10.800 km e se 

soma às áreas insulares oceânicas Atol das Rocas (RN), Fernando de Noronha (PE), 

São Pedro e São Paulo (PE), Trindade e Martim Vaz (Beirão et al., 2020), totalizando 

17 estados costeiros e mais de 200 municípios litorâneos (Prates et al., 2012; Beirão 

et al., 2020). Cerca de 60% das grandes metrópoles brasileiras se desenvolvem em 

áreas litorâneas e estuarinas, não obstante da tendência mundial, cujo crescimento 

de 75% ao ano inclui 65% de sua população localizada a menos de 159 km da costa 

marinha (Moura et al. 2011). 

 O litoral do Paraná está localizado no sul do Brasil entre a Serra do Mar 

e o Oceano Atlântico, limitado ao norte pelo litoral do estado de São Paulo (25° 18 

'12'') e ao sul pelo estado de Santa Catarina (25° 58' 35’’) (Angulo, Souza e Noernberg, 

2020). Caracteriza-se pela diversidade de ambientes em seus 90 km (Bigarella, 2001) 

de faixa costeira, formada por costões rochosos, praias arenosas e longa linha de 

costa estuarina do Complexo Iguape-Cananéia-Paranaguá permeados por 

manguezais e marismas (Lana et al.,2001).  

O Complexo Estuarino de Paranaguá (CEP), é uma importante região 

econômica que abriga o maior porto graneleiro da América Latina (EMBRAPA, 2020). 

Essa planície costeira é entremeada por outras baías do CEP (Laranjeiras, Pinheiros 

e Antonina), com presença de muitas ilhas como Rasa, Peças, da Cotinga, algumas 

destas inseridas em Unidades de Conservação (UC). É o caso da Ilha Rasa, na Área 
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de Proteção Ambiental (APA) de Guaraqueçaba, Baía das Laranjeiras. Mais ao sul do 

litoral Paranaense, encontra-se a Baía de Guaratuba, um corpo d'água raso de 1 km 

de comprimento e 3 km de largura, em cuja desembocadura localiza-se a Ilha do Farol. 

(Angulo et al. 2016).  

A população costeira paranaense apresenta ampla variação sazonal, uma vez 

que triplica nos meses de verão (Cunico, 2016). O Município de Pontal do Paraná, na 

desembocadura do CEP, possui uma população estimada em 28 mil habitantes, 

segundo o IBGE (2021), porém, durante a temporada de verão é estimado que o 

número da população flutuante passe dos 300 mil. Fato este que sobrecarrega o setor 

de prestação de serviços no município, assim como sobrecarrega, polui e contamina 

os seus ecossistemas adjacentes.  

 

Ponto amostral de coleta de água para isolamento da E. coli ambiental 

 

O Balneário de Pontal do Sul (Pontal do Paraná) (25° 33‘S/ 48° 24’W) localizado 

no setor externo da Baía de Paranaguá (Figura 3), possui o terminal de embarque 

para Ilha do Mel, além de praias calmas com pouco hidrodinamismo de correntes e 

ondas nos meses de verão (quando não há influência de frente fria) (Rezende, 

Brandini, 1997), atraente ao turismo (Cunico,2016). A amplitude máxima de marés no 

CEP é de 2,2 metros em regime semidiurno (Marone & Camargo 1994 apud Pellizzari 

2005). O tempo de residência da água no no CEP varia em torno de 3,5 dias (FUNPAR 

1997 apud Marone 2007) havendo grande aporte água doce e a circulação residual 

(Camargo 1998 apud Pellizzari 2005). O ponto amostral foi a Praia do Canto das 

Pedras, região entre marés bastante antropizada, próxima também às 

desembocaduras do Rio Emboguaçu, Rio Maciel e principalmente Rio Perequê.  

A gamboa do Perequê, possui 2.6 km de extensão e capta esgoto doméstico 

principalmente ao longo de seu trecho superior (Lana et al., 1989), a rede de esgoto 

do município de Pontal do Paraná recebe, e trata cerca de 25,2% da população 

(CUNICO, 2016). Ao lado da Praia do Canto das Pedras (Figura 3), sua 

desembocadura serve como porto de pesca artesanal (Lana et al., 1989) e único 

acesso às principais marinas do Balneário de Pontal do Sul e do porto de embarque 

para a Ilha do Mel, registrando frequente tráfego de pequenas e médias embarcações 

(Camargo et al. 1996). A observação desta estrutura foi fator primordial para a escolha 

do ponto de coleta de água para cultivo de bactéria ambiental, corroborado pelas 
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análises preliminares realizadas no ano de 2021 e nas observações sobre a 

balneabilidade publicadas pelo Zoneamento Ecológico Econômico (Cunico 2016).  

 

Ponto amostral de macroalgas 

 

Os espécimes algais foram coletados na ilha do Farol (Figura 3), localizada no 

município de Matinhos, entre duas áreas conhecidas de recreação sazonal, que 

recebem matéria orgânica de efluentes irregulares não tratados, um fenômeno 

amplificado durante a temporada turística (verão, entre os meses de dezembro a 

fevereiro) do Balneário de Caiobá (Cunico, 2016).  O aporte de sedimento proveniente 

da Baía de Guaratuba mais ao sul, a urbanização e eutrofização nas proximidades 

influenciam as condições físico-químicas formando bancos de algas verdes (Ulvales) 

oportunistas em algumas épocas do ano, além dos 139 táxons (pertencentes aos três 

grandes grupos de macroalgas) descritos por Pellizzari et al. (2014). Foram coletadas 

espécies conspícuas no entorno da ilha, representantes dos grupos Chlorophyta, 

Ochrophyta (Phaeophyceae) e Rhodophyta. 

 

A Ilha Rasa (25º15' e 25º30' S e 48º20' e 48º30' O) possui área de 10,5 Km² e 

altitude máxima de 40m, pertencente a APA de Guaraqueçaba (Fischer, Colley, 2005), 

uma planície arenosa permeada pelas baías de Paranaguá e Laranjeiras (Figura 3). 

Apresenta biodiversidade composta basicamente por espécies ameaçadas (Cunico, 

2016), e cobertura vegetal caracterizada por manguezais, campos salinos e restingas 

(Fischer, Colley, 2005). A principal atividade econômica da Ilha é extrativista, por meio 

de pesca artesanal, coleta de organismos marinhos de interesse gastronômico e 

extração de madeira (Abbud, 2011; Cunico, 2016). Apresenta expansão de atividade 

turística e de recreação ainda com baixo impacto ambiental, porém com crescimento 

desordenado (Cunico, 2016). Foram coletadas na Ilha Rasa amostras de G. 

brasilienses (Chlorophyta), por ser uma espécie promissora, baseado em estudos com 

bioativos desenvolvidos (Cassolato et al. 2008; Nasatto et al, 2016; Duarte-Noseda et 

al. 2021)  
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Figura 3. Locais de amostragem no litoral do Paraná, 1- Local de amostragem de 
cepas de E.coli ambiental: Canto das Pedras - Pontal do Sul, desembocadura de rios 
e trânsito de embarcações de pequeno e médio porte. Amostragem de macroalgas: 
2- Ilha do Farol (Matinhos), ilha próxima a área de urbanização, com acesso turístico 
sazonal; 3- Ilha Rasa (Guaraqueçaba), Baía das Laranjeiras, unidade de conservação 
com impacto de comunidades locais e turismo não organizado. Fonte: Google Landsat/ 

Copernicos (Data SIO, NOAA, U.S) Data das Imagens: 14/12/2015 - Escala: 20km|Câmera: 154km. 
Ferramenta: Google Earth. 

 
 

Coleta de água estuarina para isolamento de E. coli ambiental 

 

A coleta de água para isolamento de E. coli aconteceu nos meses de agosto e 

setembro de 2022, momento em que o protocolo para isolamento foi definido. Optou-

se pelo trecho de saída da gamboa do estuário, cujas amostragens piloto (3 

repetições, 3 locais diferentes, 7 datas aleatórias durante os meses de março a julho) 

demonstraram maior presença de E. coli comparado às outras localidades nesta área. 

Foram coletadas amostras em triplicata de 300 mL acondicionadas em caixas 

térmicas contendo gelo em gel, e levadas imediatamente ao laboratório. 

 

Análises da qualidade da água estuarina para isolamento de Enterobacteriacea 
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De cada amostra, foram extraídas duas duplicatas (alíquotas) de 100mL, as 

quais foram analisadas pelo teste Colilert® em cartelas Quanti-tray 2000 (Idexx) para 

confirmar a presença de E. coli. 

 As amostras de água foram inicialmente analisadas pelo método 

Colilert® T-18 com substrato cromogênico específico para E.coli em cartelas "Quanti-

tray" 2000 posteriormente seladas com Sealer® 2000, com Kit IDEXX. Uma 

característica específica dos coliformes é a enzima-galactosidase, que pode ser 

detectada utilizando-se o substrato ONPG (o-nitrofenol galactopiranosídeo), que 

confere aos coliformes uma coloração amarelada, tornando possível a contagem de 

coliformes totais utilizando-se a mesma amostra que foi usada para mensurar índices 

específicos de E.coli. Esta por sua vez, pode ser detectada pela produção de 

glucuronidase, que cliva em 10 umbeliferil-glucuronide (MUG), resultando em 

fluorescência sob luz ultravioleta (Pellizzari 2010). 

Foi utilizada uma diluição de 100%, ou seja, 100 mL de amostra do local para 

uma ampola do substrato cromogênico Colilert®-18. O substrato foi adicionado, e a 

amostra foi delicadamente homogeneizada com movimentos circulares até a completa 

dissolução do substrato (meio de cultura com marcador enzimático). Posteriormente 

a mistura foi despejada em cartelas específicas, as quais passaram por seladora do 

mesmo fabricante das cartelas, para distribuição uniforme das amostras nos lóculos. 

 O Colilert® é um método colorimétrico e estatístico onde o índice de 

contaminação é calculado pela presença ou ausência das células bacterianas nos 

lóculos da cartela. As cartelas utilizadas possuem 97 lóculos, divididos em 49 lóculos 

grandes – volume de 1,3 mL - e 48 pequenos – volume de 0,3 mL - que são utilizados 

para conversão em tabela específica para estimativa dos valores de contaminação, 

expressos em número mais provável por 100 mL (NMP/100 mL). Neste estudo, 

procurou-se obter nas cartelas o maior índice de contaminação possível para posterior 

crescimento e isolamento das bactérias de uma amostra em meio sólido. 

Após a selagem, as cartelas foram incubadas em câmara de germinação com 

temperatura controlada (BOD Marconi) a ±36°C durante 20 horas. Após o tempo de 

incubação, a reação enzimática nas amostras com presença de coliformes totais foi a 

coloração amarelada. As amostras com presença de E.coli apresentaram 

fluorescência azulada sob lâmpada ultravioleta. 

Os lóculos que reagiram para amarelo foram marcados, e os que apresentaram 

luminescência sob luz UV remarcados, identificando a presença de E.coli.  Após a 
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marcação das cartelas, os lóculos que apresentaram fluorescência e alteração de cor 

já marcados, foram contabilizados e interpretados com auxílio de Tabela do kit Idexx 

(nexo 2), seguindo método pré-estabelecido pelo fabricante. Os índices foram 

expressos em NMP/100 mL (número mais provável de E.coli por 100 mL de água), 

uma vez que o método é um teste de probabilidade de presença e ausência das cepas, 

que não determina a densidade celular propriamente dita, e sim estima índices em 

NMP. 

A partir das amostras que testaram impróprias pelo teste acima descrito 

(segundo Resolução Conama 274/2000) foram retiradas outras réplicas de 100 mL, 

filtradas e então inoculadas em placas de petri (n=3) contendo meio de cultura sólido 

MacConkey (Kasvi) (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Meios sólidos potenciais e seletivos para E. coli. A: Crescimento bacteriano 

em meio Ágar Sangue; B: crescimento bacteriano em meio MacConkey. 

(Fonte:https://www1.ibb.unesp.br/Home/Departamentos/MicrobiologiaeImunologia/5_aula_enterobact

eriaceae.pdf) 

 

Isolamento de cepas de Bactéria Ambiental 

 

Após confirmação pelo método Colilert®, a alíquota restante da amostra da 

água do mar foi filtrada em bomba a vácuo, utilizando-se filtro de membrana nitrato de 

celulose 11306- 47-N, de poro tamanho 0.45um. O filtro foi retirado e depositado em 
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placa de Petri esterilizada, onde foi umedecido com 1mL de água destilada e 

homogeneizado com auxílio de alça de Drigalski. A solução resultante foi transferida 

para placas de Petri contendo meio MacConkey (Kasvi) e então mantida em estufa 

bacteriológica - BOD (SL 101- SOLAB) a 35±2ºC por 24 horas. 

Após o crescimento bacteriano, uma colônia com coloração rosácea e com 

crescimento isolado, foi retirada e adicionada a um tubo de ensaio com 1mL de 

solução salina (NaCl 0,85%) a e submetida ao teste de coloração de Gram para 

confirmar presença de bacilos Gram-negativos. Posteriormente foi realizada nova 

semeadura em placas contendo meio MacConkey, incubadas a 35°C ±2ºC por 24 

horas e novo teste de coloração Gram (Figura 5). Após repicagens seriadas, as 

amostras cultivadas seguiram para o Laboratório de Genômica, Proteômica e Reparo 

de DNA do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul- UCS. 

 

 

Figura 5: Etapas para concentração e seleção de bacilos Gram-negativos: A. Filtração 

em bomba a vácuo. B. Diluição e homogeneização do residual do filtro para a 

semeadura das placas. C. Formação de colônias em meio MacConkey. 

 

Coleta de Biomassa e Processamento das amostras de macroalgas  

 

Espécies de macroalgas representativas dos três grandes grupos foram 

coletadas: S. cymosum C. Agardh, P. acanthophora (E.C.Oliveira & Coll) Santiañez 

2020, Ulva sp. G. brasiliensis Pellizzari, Oliveira & Yokoya 2013 foi coletada na Ilha 
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Rasa, APA de Guaraqueçaba, em agosto de 2022 (vide prancha de imagens do hábito 

geral das espécies algais em Anexo 1 - A, B e C). 

O material biológico coletado em 2017 foi triado e lavado com água do mar, 

visando eliminar possíveis epífitas e sedimentos. No laboratório (LAQUAMAR) as 

espécies algais foram enxaguadas por três vezes, consecutivamente, com água 

destilada e deionizada, e posteriormente congeladas. No momento que antecedeu a 

produção de extratos, as amostras foram enviadas ao Laboratório de Algas Marinhas 

do Instituto de Biotecnologia da Universidade de São Paulo (IB-USP), laboratório 

colaborador, onde a biomassa algal foi dividida, individualmente, em frações de 500g 

e liofilizada por 48h.  

A biomassa liofilizada resultante foi enviada novamente ao LAQUAMAR para 

processamento, onde foi triturada e pulverizada em almofariz com auxílio de pistilo. O 

material resultante foi armazenado em dessecador com sílica, com a devida 

identificação da espécie e localidade, até o momento da extração. 

 

Preparação dos Extratos algais para os testes antibacterianos 

 

Extrato Metanólico 

 

A biomassa algal liofilizada foi eluída no solvente metanol PA (SYNTH) na 

proporção de 80 mL de solvente para cada 5g de biomassa, em 5 repetições (n=5). A 

mistura foi acondicionada em um frasco tipo béquer, ao abrigo de luz, em temperatura 

ambiente por 24 horas. Após, realizou-se a filtragem em filtro de fibra celulósica.  

(Figura 6).  

O extrato resultante da filtragem foi depositado em outro béquer e mantido em 

capela de exaustão a 25°C até evaporação total do solvente. O procedimento foi 

repetido 3 vezes em dias consecutivos. O extrato bruto resultante da evaporação foi 

armazenado em tubos tipo Falcon previamente pesados. Os frascos foram 

identificados e armazenados em freezer a -15°C. A biomassa resultante foi utilizada 

para extração aquosa. 

 

Extrato Aquoso 
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À biomassa algal resultante do processo de extração metanólica, foram 

adicionados 160mL de água Milli-Q® (Direct Water Purification System) Realizou-se 

autoclavagem por 15 minutos em pressão igual a (1,5 kgf/cm²) e posterior filtragem 

em filtro de fibra celulósica comercial (Marca: Melitta, REF 103), o extrato foi mantido 

em estufa a 45° até a evaporação total da água. O extrato bruto resultante foi 

transferido para tubos tipo Falcon etiquetados e pesados previamente. O extrato 

resultante foi armazenado em freezer a -15°C. O modelo metodológico utilizado 

encontra-se esquematizado na Figura 7.  

 

 

Figura 6: Procedimento de filtração do extrato metanólico das macroalgas marinhas. 
Realizado no mês de setembro de 2022. 
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Figura 7. Modelo analítico demonstrando todas as etapas da pesquisa realizada 
durante os anos 2021-2023, visando atestar a capacidade antibacteriana de extratos 
de macroalgas conspícuas de ilhas do litoral paranaense.  

 

Antibiogramas 

 

Preparo do Inóculo Bacteriano  

 

Inicialmente, uma alíquota do crescimento bacteriano de cada amostra 

(bactérias isoladas do ambiente e da linhagem de referência) foi transferida 

individualmente, para uma placa de Petri contendo meio BHI (Brain Heart Infusion). 

As placas foram incubadas a 37ºC por um período de 18 a 24 horas a 35±2ºC. Após, 

foram selecionadas três colônias e estas foram diluídas em solução salina (0,85%) até 

obtenção do padrão de turbidez 0,5 da escala de McFarland.   

 

Antibiograma por Disco Difusão 

 

Para realização do antibiograma, um swab foi imerso na diluição bacteriana 

(com padrão de turbidez 0,5 da escala de McFarland) e semeado por toda a superfície 

do meio de cultura da placa de Petri (150 mm) contendo o meio Ágar Mueller Hinton. 

Os discos, contendo o antimicrobiano foram inseridos no meio de cultura já inoculado 

com o auxílio de uma pinça e dispostos a uma distância de 3cm de distância um do 
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outro. As placas foram incubadas a 37ºC por um período de 18 a 24 horas a 35±2ºC 

em câmara tipo BOD® (Marconi). A leitura do diâmetro dos halos foi realizada com o 

auxílio de paquímetro digital de fibra de carbono (Nobrand). Para a interpretação dos 

resultados utilizou-se como referência os critérios do CLSI (Clinical and Laboratory 

Standards Institute, 2021). Inicialmente, realizou-se um antibiograma preliminar 

utilizando-se discos (CEFAR) contendo os seguintes antimicrobianos impregnados: 

penicilina (PEN 10 μg) rifampicina (RFC 3 μg), gentamicina (GEN 10 μg); azitromicina 

(AZI 15 μg), amoxicilina (AMC 3 μg), eritromicina (ERI 15 μg), neomicina (NEO 30 μg), 

além de DMSO a 10% como controle negativo contra bactéria (s) isolada (s) do 

ambiente. Depois, realizou-se outro antibiograma contra bactéria ambiental cultivada 

e uma linhagem de referência de E. coli (ATCC - American Type Culture Collection 

25922), foram utilizados discos contendo antimicrobianos comercializados indicados 

em estudos para E. coli: ampicilina (AMP 10 μg), ciprofloxacina (CIP 5 μg), 

nitrofurantoína (NIT 300 μg), tetraciclina (TET 30 μg), cefalotina (CFL 30 μg), 

gentamicina (GEN 10 μg), penicilina (PEN 10μg) e ofloxacina (OFX 5 μg) (Esmerino 

et al., 2003; Carvalho, 2006). 

Para os extratos, inicialmente preparou-se a solução mãe, onde uma alíquota 

de 5 mg de cada extrato bruto foi pesada e acondicionada em tubos tipo Eppendorf® 

e então diluídos em DMSO 10% numa concentração final de 5 mg/mL. Posteriormente 

aferiu-se o halo de inibição em torno dos discos, utilizando paquímetro digital de fibra 

de carbono (Nobrand) para determinar o diâmetro em milímetros, o que possibilitou 

correlacionar aos padrões estabelecidos pelo fabricante.  

 

Antibiograma pelo método de Microdiluição em Caldo Mueller Hinton  

 

Esta etapa dos testes foi realizada no Laboratório de Toxicologia Aplicada e 

Bioprodutos da Universidade de Caxias do Sul (UCS). Após o preparo do inóculo, 

realizou-se uma nova diluição até a obtenção da concentração 5x104UFC∕mL. Uma 

alíquota de 5µL da suspensão bacteriana (5x104UFC∕mL) foi adicionada ao meio de 

cultura (caldo Mueller Hinton) contendo diluições seriadas dos extratos metanólicos e 

aquosos, separadamente, em uma placa de 96 poços.  
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Posteriormente, as placas foram incubadas de 18 a 24 h a 35±2ºC. A leitura da 

absorbância foi realizada utilizando-se um leitor de microplacas (SpectraMax mxe) a 

600 nm. Os resultados foram comparados com controle positivo (meio de cultura 

contendo solvente com as mesmas diluições utilizadas nos extratos e o inóculo 

bacteriano). Para o controle negativo, utilizou-se apenas meio de cultura com o 

solvente de diluição, sem o inóculo e para o controle positivo, utilizou-se meio de 

cultura com o solvente de diluição e o inóculo bacteriano. Calculou-se a média e 

desvio padrão das triplicatas analisadas e foram construídos gráficos a partir desses 

resultados utilizando-se o software GraphPad Prisma versão 8.0.1. 

 

Análise Estatística 

 

Os dados foram analisados utilizando o software Microsoft Excel para calcular as 

médias ± desvios padrão (DP). Após as análises exploratórias para verificação da 

distribuição dos dados e identificação de outliers, os dados foram compilados e 

analisados no software RStudio (2023). Foram realizadas análises estatísticas 

(ANOVA com Tukey como post-hoc) estabelecendo alpha de p=0,05, utilizando os 

softwares JAMOVI (2022) e Vegan (2022). O gráfico foi gerado no software Sciplot 

(2020). 

 

 

RESULTADOS  

Análises da qualidade da água estuarina para isolamento de Enterobacteriacea 

ambiental 

 

As análises de qualidade da água pelo método Colilert® demonstraram que 

todas as amostras de água coletadas na praia do Canto das Pedras continham E. coli 

próximo ou maior que 1000 NMP de E. coli / 100 mL ( tendo sido verificados na cartela 

1, 48 lóculos grandes e 49 lóculos pequenos fluorescentes sob luz UV (Figura 8), na 

cartela 2, 48 e 49, e na cartela 3, 48 e 47, resultando (conforme tabela de conversão 

da Idexx vide Anexo 2) em 1011.2, 1011.2 e 913.9 NMP de E.coli / 100 mL). A amostra 

2 apresentou todas as réplicas com valores superiores a 1000 NMP de E.coli, sendo 

então selecionada para crescimento em meio seletivo de E. coli. 
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Figura 8: Cartela padrão Quanti-tray usada nas análises pelo Método Colilert®, e 
posterior leitura de coliformes totais e E. coli através de contagem dos lóculos sob 
câmera UV. As cepas de enterobactérias são detectada pela produção de 
glucuronidase, que cliva em 10 umbeliferil-glucuronide (MUG), um marcador, 
resultando em fluorescência sob luz ultra-violeta, e consequentemente resultado 
positivo. 

 

Isolamento das Cepas de Enterobacteria Ambiental 

 

Após três repicagens em meio McConkey e realização da coloração de Gram 

concomitante para cada repique (Figura 9), verificou-se a presença de bacilos Gram-

negativos em todas as semeaduras, classificação na qual se insere E.coli, além de 

outras enterobacterias.  
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Figura 9: Confirmação de cultura de bacilos Gram-negativos na água do mar coletada 

em Pontal do Sul (PR) em setembro de 2022, observadas em microscopia óptica após 

coloração de Gram.  

 

Produção de Extratos 

 

Após a evaporação do solvente usado para extração foi realizada a pesagem 

das amostras, visando aferir o rendimento dos extratos para cada espécie de 

macroalga testada (Tabela 1). O menor rendimento observado foi na extração 

metanólica da rodofícea P. acantophora e o maior rendimento foi na extração aquosa 

de Ulva sp. 

 

Tabela 1: Rendimento de Extratos Metanólicos e Aquosos, após evaporação, 
subtraiu-se o peso final, do peso inicial. O resultado foi expresso em g.  

 

 Extrato Metanólico Extrato Aquoso 

Espécie Algal 

Peso inicial 

(g) 

Rendimento 

(g) 

Rendimento 

(%) 

Peso inicial 

(g) 

Rendimento 

(g) 

Rendimento 

(%) 

G. brasiliensis 5 0,401 8 * * * 

S. cymosum 5 0,566 11,33 5 3,5 61,1 

P. acantophora 5 0,339 6,78 5 2,446 48,92 

Ulva sp. 5 0,408 8,16 5 2,665 53,3 

*Não houve produção de extratos aquosos de G. brasiliensis. 

 

Antibiograma por Disco Difusão 

 

Determinação do Controle Positivo 

 

Por meio do antibiograma preliminar verificou-se que os antimicrobianos que 

geraram maior halo de inibição foram azitromicina, neomicina e Amoxicilina, com 12, 

10 e 14mm de diâmetro, respectivamente (Figura 10 e Tabela 2).  
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Figura 10: Antibiograma preliminar utilizando cultivo de enterobactérias ambientais, 
em disco-difusão. O DMSO ao centro, não impediu o crescimento de bactérias, sendo 
usado como controle negativo para o antibiograma dos extratos. Os antimicrobianos 
comercializados com melhor resultados (azitromicina, amoxicilina e neomicina) foram 
escolhidos como controle positivo. 

 

Este teste preliminar permitiu observar a resistência da enterobactéria 

ambiental cultivada, frente ao antibacteriano penicilina (Tabela 2), onde não houve 

formação de halo de inibição. Este resultado corroborou a análise da água, 

contaminada com E. coli, e sugere que a enterobactéria ambiental também apresenta 

resistência aos antimicrobianos testados (testes de acordo com CLSI, 2021). 

 

Tabela 2: Diâmetro do halo de inibição em teste antibiograma preliminar com a 

enterobactéria ambiental cultivada, obtida de ambiente estuarino no litoral do PR. 

Onde: PEN = Penicilina, gentamicina= GEN; penicilina =PEN; rifampicina = RFC; azitromicina = AZI, 

amoxicilina =AMC, Eritromicina = ERI, Neomicina = NEO  

 

Antibiótico 
Diâmetro do halo (mm) 

AMC 10 

AZI 12 

ERI 9 

NEO 14 

PEN 0 

RFM 9 

DMSO 0 
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Teste de Suscetibilidade 

 

A partir do segundo antibiograma (Tabela 3) infere-se que a enterobactéria 

ambiental cultivada, a partir das amostras de água estuarina, apresentou maior 

resistência aos antimicrobianos testados, quando comparada à cepa da linhagem de 

referência. Ambas as cepas testadas, apresentaram resistência aos antimicrobianos 

nitrofurantoína e penicilina. A cepa de E. coli referência (ATCC 25922) apresentou 

ainda resistência intermediária contra cefalotina, o que não foi observado nas cepas 

da enterobactéria ambiental isolada e cultivada.  

 

Tabela 3: Medidas dos halos de inibição resultantes do teste de suscetibilidade com 
antimicrobianos indicados para classificação do grau de resistência da bactéria 
ambiental cultivada e linhagem de referência (ATCC25922). Onde:  S= Sensível, I = 

Intermediário, R= Resistente. 
 

 Halo (mm)  Halo (mm)  

Antibacteriano 
 

Linhagem de 
Referência 

Resistência 
 

Cultivado (s) 
do Ambiente 

Resistência 
 

ampicilina 
(10µg) 18 S 18 S 

ciprofloxacina 
(5µg) 21 S 48 S 

nitrofurantoína 
(300µg) 

Não formou 
halo R 13 R 

cefalotina 
(30µg) 17 I 33 S 

gentamicina 18 S 33 S 

ofloxacina 
(5µg) 23 S 21 S 

penicilina G 
(10µg) 

Não formou 
halo R 

Não formou 
halo R 

 

Extratos Algais: Antibiograma de Difusão em Disco  

 

A partir dos dados de mensuração dos halos de inibição (Tabela 4), observou-

se que houve atividade antibacteriana de todos os extratos testados em ao menos 

uma das placas (em triplicata) para P. acanthophora, Ulva sp., sendo o extrado de  S. 
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cymosum, a espécies que apresentou halo de inibição em ambos os tipos de extratos, 

aquoso e metanólico.  

 

Tabela 4: Medidas dos halos de inibição resultantes do antibiograma com os extratos 
de algas coletadas na Ilha do Farol – PR. 

 

Antimicrobiano Diâmetro do Halo de Inibição (mm) 

Azitromicina 9,8 

Neomicina 8 

Amoxicilina 7,5 

Extrato Metanólico Ulva sp. 5,1 

Extrato Metanólico Phycocalidia 
acanthophora 6,9 

Extrato Metanólico Sargassum 
cymosum 4,7 

Extrato Aquoso de Ulva sp. 0 

Extrato Aquoso Phycocalidia 
acanthophora 0 

Extrato Aquoso Sargassum cymosum 5 

DMSO 10% 10 

 

 

Foram formados halos de inibição para o antimicrobiano comercial azitromicina 

de 9,8 mm, neomicina de 8 mm e 7,5 mm para o antimicrobiano amoxicilina. Na réplica 

1, observou-se halo de 4,7 mm para o extrato metanólico de S. cymosum e no disco 

contendo extrato aquoso de S. cymosum, 5mm. Em uma das placas foi possível 

observar halo de inibição de diâmetro 5,1 mm para o extrato metanólico de Ulva, e em 

outra réplica po extrato metanólico de P. acanthophora apresentou halo de inibição de 

6,9 mm. 

 

Antibiograma pelo método de microdiluição em caldo Muller Hinton 

 

A partir da leitura da absorbância nos testes de microdiluição em caldo, foi 

possível a criação de gráficos cujo padrão permite observar o perfil de atividade dos 
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extratos metanólicos e aquosos algais, contra as culturas de enterobactérias 

ambientais isoladas e cultivadas, e na cepa de referência.  

 

Extratos Aquosos 

Os extratos aquosos de Ulva sp., P. acanthophora e S. cymosum (Figura 11) 

não apresentaram atividade antibacteriana nas concentrações testadas contra E. coli 

referência e Gram-negativos isolados do ambiente. As concentrações utilizadas em 

cada extrato foram diferentes, devido à diferente solubilidade de cada extrato. Utilizou-

se a máxima concentração obtida para cada um. 

 

 

Figura 11: Leitura de absorbância para diferentes concentrações de extratos aquosos 
de Ulva sp. (previamente U. fasciata) (Chlorophyta), P. acanthophora (Rhodophyta) e 
S. cymosum (Phaophyceae), coletada na Ilha do Farol, município de Matinhos, litoral 
paranaense. Quanto menor a absorbância, maior a inibição bacteriana. 

Extratos Metanólicos 

O extrato metanólico de Ulva sp. apresentou, em média, a melhor atividade 

antibacteriana, sendo que reduziu a atividade bacteriana de ambas as linhagens, e 

em todas as concentrações testadas. Este dados foi interpretado pelas menores 

leituras de absorbâncias, nas maiores concentrações de extrato testadas, reduziu a 
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viabilidade celular da cultura de enterobactéria ambiental em até 70,4%, e em 68,2% 

contra a linhagem de referência (Figura 12).  

 

Figura 12: Leitura de absorbância para distintas concentrações de extratos 
metanólicos de Ulva sp. (previamente U. fasciata) (Chlorophyta), P. acanthophora 
(Rhodophyta) e S. cymosum (Phaophyceae), coletada na Ilha do Farol, litoral 
paranaense. Os valores em destaque, referem-se à porcentagem de inibição 
observada. (Quanto menor a absorbância, maior a inibição bacteriana). 

 

Todos os extratos algais apresentaram atividade antibacteriana na maior 

concentração testada. Ulva sp. apresentou atividade antibacteriana em todas as 

concentrações testadas, e para ambas as culturas bacterianas utilizadas. P. 

acanthophora causou redução na viabilidade celular apenas na maior concentração 

(1,6 mg/mL) do extrato metanólico, mas apresentou as maiores taxas de inibição do 

estudo, inibindo 90,8% do isolado de enterobacteria ambiental e 74,2% da cepa de 
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referência. A taxa média de inibição na concentração 1,6mg/mL do extrato metanólico 

de S. cymosum, foi de 80% para a cepa de E. coli de referência, e de 64,7% para o 

(s) isolado (s) de enterobacteria ambiental.  (Figura 12). 

Já o extrato metanólico da macroalga G. brasiliensis apresentou baixa atividade 

antimicrobiana comparado aos outros extratos. Comparando os dados de 

absorbâncias em relação ao controle positivo, na maior concentração testada 

(1,6mg/mL), a espécie apresentou uma taxa média de 25% de controle inibitório frente 

à cepa de referência, e de apenas 10% contra o(s) isolado (s) de enterobactéria 

ambiental.  

Análise Estatística 

A análise de variância (ANOVA) estão expressos na Tabela 5, onde 

demonstra-se que o nível de significância (alpha= 0,05) foi de p= >0,01, indicando, 

portanto, a distinção entre as amostras avaliadas.   

 

Tabela 5: Resultado da análise de variâncias (ANOVA). Df: Graus de Liberdade; Sum 
Sq:Soma dos Quadrados; Mean Sq: Quadrado Médio; F value: Estatística F; Pr(>F): 
Valor p. Fonte: Vegan (2022). 

 
 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 

conc$'Espécie Algal' 3 3.573 1.1911 155.16 <2e-16 

conc$'Concentração (mg.mL)' 2 3.347 1.6737 218.02 <2e-16 

conc$'Espécie Algal' 
:conc$'Concentração (mg.mL)' 6 1.958 3.264 42.52 <2e-16 

Residuals 58 445 77   

- - -      

conc$'Espécie Algal'       *** 

conc$'Concentração (mg.mL)'       *** 

conc$'Espécie Algal': 
conc$'Concentração (mg.mL)'       *** 

Residuals  

- - -      

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

2 observations deleted due 
to missingness      
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 A análise estatística univariada permitiu a classificação por significância 

expressa no gráfico (Figura 13). A margem de erro calculada através da relação entre 

desvios-padrão das médias, demonstra que as amostras apresentam comportamento 

de inibição diferente. Ulva sp. se distingue das demais amostras uma vez que 

apresenta baixos valores de absorbância (maior atividade antibacteriana), assim como 

G. brasilienses, que apresenta os maiores valores de absorbância e, portanto, menor 

atividade antibacteriana. Os extratos de P. acanthophora e S. cymosum apresentam 

similaridade nos resultados das médias de absorbância, nesses extratos a atividade 

antibacteriana ocorre apenas na maior concentração utilizada (1.6mg/mL). 

 

Figura 13: Análise univariada e classificação por significância. O extrato de Ulva sp. 

apresentou comportamento distinto dos demais extratos, assim como G. brasiliensis. 

Os extratos de P. acanthophora e S. cymosum apresentaram similaridade nos 

resultados. A margem de erro foi expressa nas barras acima das colunas. 
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DISCUSSÃO 

As macroalgas marinhas alvo deste estudo são resistentes e bem adaptadas a 

variações amplas ambientais, e a diversos estressores abióticos, resistência 

associada ao metabolismo secundário, pela síntese de uma gama de compostos 

bioquímicos defensivos; e por isso muitas espécies destes gêneros, estão sendo 

sugeridas como promissoras fontes de compostos bioativos, incluso de ação 

antibacteriana (Choi, 2010; Bhuyar et al., 2020; Schania e Chasani, 2021). Um 

possível nicho de compostos bioativos de origem natural como de macroalgas, abre 

novos panoramas para uso terapêutico de infecções e outras necessidades 

farmacológicas, podendo simplificar processos, baratear o custo de medicamentos e 

oferecer alternativas sustentáveis de baixo impacto residual.  

Ulva, um gênero conspícuo, oportunista, de alto crescimento e cosmopolita, 

apresentou as melhores atividades antibacterianas médias nas concentrações 

testadas, sendo, portanto, nosso melhor candidato para estudos futuros, mais 

detalhados, de bioprospecção e ou biorremediação. Dentre todos os extratos de 

macroalgas testados aqui por microdiluição, somente os extratos metanólicos 

causaram redução significativa nas absorbâncias, ou seja, apresentaram potencial 

inibitório contra a cepa bacteriana da linhagem de referência (E. coli ATCC 25922) e 

contras o (s) isolado (s) de enterobacteria ambiental, sugerindo que compostos 

antimicrobianos podem ser encontrados nas quatro espécies de algas marinhas 

testadas.  

O extrato de Ulva sp. apresentou baixas absorbâncias, e consequentemente 

alta inibição, em todas as concentrações testadas, tanto para o (s) isolado (s) do 

ambiente, quanto para a cepa laboratorial usada como controle (ATCC 25922), sendo, 

portanto, a melhor candidata para estudos futuros contra E.coli, como já reportado por 

Alves et al. (2016). A análise das variâncias da amostra (Figura 13), demonstra que 

os desvios e a homogeneidade dos resultados, fazem deste extrato o resultado mais 

robusto com relação à atividade antibacteriana.  Sob a maior concentração de extrato 

testada (1.6 mg/mL), o extrato de P. acanthophora apresentou as menores 

absorbâncias registradas no estudo para o(s) isolado(s) de enterobactéria ambiental, 

e para a cepa de E.coli referência (ATCC 25922), 0.1 (Dp 0,005) e 0.25 nm (Dp 0,014),  

respectivamente. Similarmente, Sargassum, na maior concentração de extrato 
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apresentou baixas absorbâncias (entre 0.17 (Dp 0,03) e 0.25 nm (Dp 0,05)), ou seja, 

maior potencial inibitório para ambas as bactérias. O desvio padrão para estes 

extratos são maiores, indicando que a repetição dos testes na mesma concentração 

poderia fornecer um resultado mais robusto.  Assim como os extratos de Sargassum 

cymosum, Gayralia brasiliensis apresentou maior atividade antibacteriana frente às 

cepas de referência (ATCC 25922), diferente dos extratos de Phycocladia 

acanthophora que apresentou maior inibição contra o (s) isolado (s) ambiental 

cultivado. O extrato de Ulva sp. apresentou maior constância, mantendo médias 

similares para ambas as bactérias testadas: 0,365 nm para cepas ambientais e 0,372 

(Dp 0,04) para cepas de referência (Dp 0,03). 

Ulva é uma espécie oportunista e que ocorre em alta biomassa em muitos 

locais, se desenvolvem amplamente em ambientes eutrofizados (Pellizzari et al., 

2014). É comumente associada a interações com compostos nitrogenados, o que 

sugere uma relação com microrganismos. Alves et al. (2016) testou cinco macroalgas 

marinhas dos três grupos do litoral de pernambuco, os extratos metanólicos  de Ulva 

lactuca e Caulerpa racemosa apresentaram-se como os mais ativos contra todas as 

bactérias testadas (Gram-positivas e Gram-negativas), incluso E. coli. Tremblay 

(2017) criou ambientes controlados em laboratório, simulando as condições de 

regiões estuarinas no Canadá, e analisou a capacidade de biorremediação de Ulva 

lactuca para remover nutrientes dissolvidos assim como acompanhou o crescimento 

da alga em um ambiente considerado eutrofizado. A macroalga não apresentou 

dificuldades de desenvolvimento e ainda absorveu maior quantidade de nitrato, sendo 

apontada como promissora para a Biorremediação. Da mesma forma Elizondo-

González (2018) em Baja Califórnia, fez experimentos com farinhas de Ulva lactuca 

em cultivos de camarão, apresentando eficiência na remoção de compostos de 

nitrogênio e fósforo, além de melhorar o crescimento dos indivíduos cultivados, 

apresentou aumento de propriedades nutracêuticas, como carotenóides.  

Algas do gênero Sargassum parecem ser amplamente estudadas quanto aos 

seus metabólitos secundários, talvez por sua distribuição abundante em diversas 

condições ambientais. Assim como nossa pesquisa, outros estudos atribuem a esse 

gênero, bioatividade frente à bactérias. Elizondo-González (2018) cita estudos com 

Sargassum sp. com resultados positivos para implantação de aquacultura multitrófica 

integrada em cultivos de camarão. Scania e Chasani (2021) reportaram que extratos 



47 

 

 

de Sargassum polycystum foi o extrato mais eficiente na inibição de crescimento de 

E. coli. Na Índia, Sutharshan (2021) testou diferentes concentrações de extratos 

etanólicos e metanólicos de Sargassum sp. e obteve resultados positivos para ação 

antibacteriana contra Escherichia coli resistente a medicamentos, E. coli 

uropatogênica e E. coli produtora de verotoxina. Shanmughapriya em 2008 reportou 

que a família Sargassaceae apresentava atividade microbiana prevalente em relação 

às outras famílias de macroalgas. O extrato de Sargassum dentifolium com o solvente 

diclorometano, testado por Shanab (2007) pelo método de disco-difusão, apresentou 

halos de 11mm para E. coli. Não foi possível observar atividade antibacteriana em 

todas as réplicas do antibiograma por disco difusão, mas os extratos aquosos e 

metanólico apresentaram halos de inibição em pelo menos uma das placas do 

antibiograma. Adicionalmente à ação inibitória sobre o crescimento bacteriano 

reportada, o ácido algínico, polissacarídeo presente na parede celular de algas pardas 

com amplo uso comercial, e no caso de estudos com Sargassum (Chen 2013, 

Parsaeimehr, 2013) foi reportada potente ação antiinflamatória e antioxidante. Sobre 

as concentrações testadas, obtivemos resultados positivos para ação antibacteriana 

em concentrações muito inferiores aos estudos observados, a exemplo disso, Coronel 

et al. (2020) apontou atividade antimicrobiana do extrato de Sargassum filipendula do 

Brasil a partir da concentração de 156,25 mg/mL, obtendo atividade antimicrobiana 

contra 100% das cepas testadas sendo mais eficiente contra a cepa de E. coli.  

Devido a sua limitada distribuição, poucos estudos reportam atividades 

antibacterianas de Rhodophytas, não sendo encontrados dados que corroborem o 

excelente resultado obtido na maior concentração de P. acanthophora, que diferente 

de S. cymosum e Ulva sp. apresentou taxas de inibição maiores para a bactéria 

ambiental cultivada. 

Considerando Gayralia brasiliensis este resultado surpreende, pois é 

amplamente reportado em literatura que a espécie detém vários estudos promissores 

de bioatividade.  Análises bioquímicas preliminares suportam os usos nutracêuticos e 

cosméticos de G. brasiliensis (Pellizzari & Reis 2011), bem como bioatividade contra 

o vírus herpes simplex (Cassolato et al. 2008), características reológicas (Nasatto 

2013) e propriedades antioxidantes (Bernardi et al. 2016). Além disso, polissacarídeos 

obtidos de G. brasiliensis (metilcelulose e heterorhamnana sulfatada) são sugeridos 

para diversas aplicações industriais resultando em patente depositada por Nasatto et 
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al. (2013) e Nasatto (2016). Recentemente, foi obtida a patente de invenção referente 

à propriedade de modular a neovascularização baseada em polissacarídeos 

sulfatados de G. brasiliensis (Duarte-Noseda et al. 2021). Todas essas aplicações e 

os diversos usos dessa espécie favorecem cultivos em maior escala (Pellizzari et al. 

2007 e 2008). 

Sendo assim, futuramente sugere-se realizar novas extrações utilizando maior 

biomassa de G. brasiliensis a fim de obter distintas concentrações, dentre as já 

obtidas. Pois acredita-se, com base nos estudos pretéritos citados acima, que 

Gayralia apresente bons resultados de potencial antibacteriano contra as duas cepas 

estudadas. Independente destes resultados futuros, podemos inferir no sentido de 

aplicabilidades das espécies que: como Ulva é uma espécie oportunista e que ocorre 

em alta biomassa em muitos locais, seu uso como antibacteriano poderia ser centrado 

em biorremediação. Já G. brasiliensis, cuja biomassa é sazonal, não tão abundante e 

onde sua biomassa dependeria de cultivos extensivos, o uso dos seus extratos 

naturais poderia ser focado em biotividades e processos biotecnológicos mais nobres, 

como os já mencionados. Considerando a presente contribuição, sugere-se também 

que princípios ativos de Ulva e Phycocalidia poderiam ser aplicados igualmente à 

biorremediação ambiental (Tremblay-Gratton et al. 2017, Saad et al. 2021), assim 

como em empreendimentos baseados em aquacultura multitrófica integrada (Brown 

et al. 2011, Elionzo-González et al. 2018). 

Os compostos bioativos presentes nas diferentes espécies macroalgais, 

distribuídas dentre os três grandes grupos, conferem a estes organismos uma grande 

diversidade bioquímica e metabólica, o que possibilita diferentes atividades biológicas, 

e ainda dependente de distintas extrações de acordo com sua polaridade (Mattos, 

2013). Este estudo indica que o rendimento dos extratos não está diretamente ligado 

ao potencial antibacteriano, porém os metabólitos extraídos podem funcionar como 

diferentes princípios ativos. Lu et al. (2018) testou atividade antibacteriana de extratos 

etanólicos das algas: Laminaria japonica, Sargassum horneri, Gracilária sp. e 

Porphyra dentata contra culturas de E.coli resistente, e não obteve resultados 

satisfatórios, porém, os mesmos extratos potencializaram a atividade de eritromicina 

contra as mesmas cepas, demonstrando que os bioativos extraídos podem apresentar 

diferentes mecanismos de amplificação, interação e ou potencialização de outros 

fármacos.  
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Perez et al. (2016) em uma compilação sugerem que as substâncias isoladas 

de algas verdes, marrons e vermelhas que apresentam potente atividade 

antimicrobiana pertencem às classes químicas dos polissacarídeos, ácidos graxos, 

florotaninos, pigmentos, lectinas, alcaloides, terpenoides e compostos halogenados. 

Em um estudo mais específico, Amorin et al. (2012) estudaram os efeitos 

antimicrobianos de polissacarídeo sulfatado bruto extraídos da rodófita Gracilaria 

ornata no Ceará, NE do Brasil, frente ao crescimento de várias cepas de bactérias 

(Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogens, E. coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis e Salmonela typhi), apenas o 

crescimento de E. coli foi inibido. Lima-Filho et al. (2002) sugeriram que a atividade 

antimicrobiana depende de dois fatores básicos: a espécie algal e o sucesso no 

método de extração. 

A depender dos compostos bioativos disponíveis nas espécies e de selecionar 

o extrator e a concentração ideal em busca de resultados satisfatórios. Corroborando 

essa hipótese, Shanmughapriya (2008) testou extratos metanólicos e obteve 

resultados positivos para atividade antimicrobiana, diferente do observado nos 

extratos etanólicos do mesmo estudo, sugerindo que o método de extração tem efeito 

definitivo no isolamento de bioativos. A extração realizada por Sutharshan (2021), 

metanólica, exibiu maior atividade antibacteriana contra as bactérias patogênicas 

humanas testadas. Em contraposição, Shimaa (2015) testou extratos metanólicos de 

Sargassum vulgare coletadas no Mar Vermelho (Egito) e não obteve resultados 

positivos frente a diversas bactérias multirresistentes, incluso E. coli, diferente dos 

resultados para extratos etanólicos da mesma espécie e outros extratos metanólicos 

das demais espécies algais apresentadas no estudo. Ainda em Lima-filho (2002) que 

analisou extratos de hexano, clorofórmio e etanol de seis macroalgas marinhas dos 

grupos vermelhas e verdes na costa norte do Ceará (Brasil) contra cepas patogênicas 

Gram-negativas, dentre elas E. coli. Nenhum dos extratos testados apresentou 

atividade antibacteriana para E. coli, os autores evidenciam a importância do método 

e substância de extração, principalmente quando extratos lipossolúveis têm 

apresentado propriedades farmacológicas. Da mesma forma, Shanmughapriya (2008) 

sugere que solventes orgânicos têm maior eficiência do que métodos à base de água 

em atividade antimicrobiana de macroalgas, o que pode explicar porque os extratos 

aquosos não apresentaram atividade bacteriana. Coronel et al.  (2020) sugeriu que as 
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atividades antimicrobianas de algas são atribuídas aos compostos fenólicos e a 

algumas proteínas. Uma vez que o método de extração por metanol pode precipitar e 

degradar proteínas, indica que os compostos bioativos responsáveis pela atividade 

antibacteriana, são os fenólicos. Solventes aquosos costumam extrair proteínas e 

carboidratos. Possivelmente a presença da classe dos compostos fenólicos nos 

extratos metanólicos das espécies de algas testadas é que proporciona o seu 

potencial antimicrobiano in vitro contra as bactérias, e pretende-se realizar testes 

futuros de compostos fenólicos nos extratos promissores, uma vez que a polaridade 

do metanol possibilita extração de compostos fenólicos (Barbi, 2016). Nagayama et 

al. (2002) extraíram florotaninos de feofíceas, e obtiveram sucesso na ação 

bactericida in vitro contra bactérias resistentes. Dentre os distintos solventes utilizados 

em estudos desta natureza, o metanol 80% é a solução mais indicada para a extração 

de compostos fenólicos, compostos reportados em literatura como um dos principais 

compostos bioativos responsáveis pela inibição do crescimento bacteriano (Vieira et 

al., 2010). Metabólitos secundários da classe dos terpenóides, florotaninas e fenol são 

compostos responsáveis pela atividade antimicrobiana de algas marinhas na 

presença de microrganismos patogênicos.  

Nos antibiogramas por disco difusão, não foi possível observar atividade 

inibitória para todos os extratos algais que apresentaram resultado positivo para 

atividade antibiótica nos testes in vitro. Os extratos metanólicos de Phycocladia 

acanthophora, Ulva sp.  e Sargassum cymosum apresentaram halo de inibição em 

pelo menos uma das triplicatas testadas contra a bactéria ambiental cultivada. 

Divergindo dos demais extratos aquosos que não formaram halos de inibição, o 

extrato macroalgal de Sargassum cymosum exibiu atividade inibitória, porém em 

apenas uma das triplicatas. Esse resultado pode ser atribuído às concentrações em 

que foram produzidos e sugere mais testes com diferentes discos, umas vez que não 

se conhece a polaridade e perfil químico dos extratos produzidos, consequentemente 

podendo interferir na propagação pelo meio. Bhuyar (2020) e Coronel (2020) apontam 

efeito antimicrobiano com concentrações muito superiores às usadas no presente 

estudo (a partir de 50mg/mL e 19mg/mL respectivamente). Bhuyar descreveu que a 

concentração mínima para bactérias Gram-negativas foi 25μg/mL, e que para inibir E. 

coli em disco difusão, o halo de inibição variou conforme a concentração, 3mm na 

concentração 50mg/mL até 10mm na concentração 100mg/mL. Sutharshan (2021) 

listou resultados a partir da concentração de 50 μg/mL de extratos metanólicos de 
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Sargassum sp. frente à cepas de E. coli resistentes. Fayzi et al. 2020, investigou a 

atividade anbacteriana de extratos metanólicos de quatro macroalgas abundantes na 

costa norte do Marrocos, Bifurcaria bifurcata, Corallina elongata, Corallina officinalis e 

Ulva fasciata contra quatro bactérias patogênicas humanas, Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa. B. bifurcata 

(Phaeophyceae) apresentou os melhores resultados, U. fasciata (Chlorophyceae) 

contra todos os microrganismos testados, exceto P. aeruginosa, e os demais extratos 

não apresentaram atividade antibacteriana em disco difusão. Quando testados in vitro, 

os mesmos extratos apresentaram atividades nas maiores concentrações testadas 

(0,11 mg/mL a 7,5 mg/mL), da mesma forma que foi observado em nossos resultados. 

A concentração mínima inibitória comum para os extratos de macroalgas testados 

neste estudo, para ambas as bactérias submetidas ao antibiograma, foi de 1.6 mg/mL, 

ou seja, foi necessária uma maior concentração de extratos para exercer ação 

antimicrobiana, comparado com as concentrações de estudos semelhantes 

realizados, fica implícita a necessidade de extratos mais concentrados. 

A descoberta de antibióticos nas décadas de 30-40 possibilitou um declínio 

considerável das taxas de mortalidade relacionadas a infecções bacterianas (Butler & 

Buss 2005), porém, o uso exacerbado e indiscriminado destes compostos, aumentou 

o surgimento de novas infecções (Coronel et al., 2020), e de microrganismos 

resistentes aos antimicrobianos disponíveis comercializados, que são muitas vezes 

de origem sintética (Scania & Chasani, 2021). Desta forma, é crescente a demanda 

por novas drogas, principalmente de origem natural (Shanmughapriya et al., 2008). 

O contato do ser humano com bactérias livres e resistentes no ambiente, 

aumenta os riscos de infecções. Rima et al. 2022 reporta que biofilmes bacterianos 

participam de 65% das doenças microbianas e 80% das infecções crônicas e busca 

alternativas para efetivamente prevenir ou tratar infecções associadas ao biofilme. 

Flemming (2008) atenta para a contaminação microbiana que afeta a segurança do 

abastecimento de frutos do mar, bem como o uso comercial e recreativo das águas 

marinhas costeiras. Pommepuy et al. (2005) demonstra que a contaminação das 

áreas costeiras pode ser por escoamento de água, rio ou emissário de esgoto e que 

a oferta de nutrientes, luz e temperatura facultam a permanência de enterobactérias 

como E.coli. A contaminação por E.coli costuma desaparecer proporcionalmente ao 

fluxo dos rios, quando em ambiente estuarino, quando as cargas fecais diminuem 
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(Fiandrino et al. 2003 apud Pommepuy et al. 2005). A permanência dos resultados 

positivos para E. coli durante os meses observados na praia do Canto das Pedras, 

pode demonstrar a frequência de efluentes sendo despejados no Rio, que afetará 

diversos balneários ao longo do município de Pontal do Paraná. Ainda que a cepa 

Gram-negativa cultivada do meio ambiente estuarino tenha apresentado resistência 

pelo menos um antimicrobiano no teste de suscetibilidade, Youn et al. (2011) atribui 

resistência aos microrganismos que apresentem crescimento mediante três ou mais 

antimicrobianos de diferentes classes. Considerando as discussões acerca da 

coexistência de microrganismos e antibacterianos no ambiente, a permanência de 

níveis consideráveis de bactérias na praia analisada, pode viabilizar o surgimento de 

bactérias resistentes (Pommepuy, 2005; Guardabassi et al.,2010).  

O crescimento exponencial da aquicultura (FAO, 2022) acaba por gerar uma 

demanda por técnicas e modelos de fazendas sustentáveis e com qualidade e 

segurança para os consumidores. Não obstante, com o desenvolvimento das regiões 

costeiras, a qualidade da água passa a ser uma preocupação de nível público. Devido 

à natureza sintética de fármacos e inibidores do crescimento de patógenos, tendo em 

vista a ameaça constante da resistência bacteriana, procura-se soluções de baixa 

toxicidade, biodegradáveis, ecológicas (Fayzi et al. 2020) e de custo favorável para 

biorremediação ou como alternativa para princípios ativos no tratamento de doenças 

bacterianas. As algas possuem um ciclo de geração considerado curto, e portanto 

facilmente cultivadas, além de apresentarem grande diversidade, disponibilidade e 

produtividade, o que possibilita seu uso como fonte de metabólitos (Lu et al., 2018). 

Uma vantagem no uso de macroalgas em ambientes de cultivo, é a implantação da 

aquicultura multitrófica integrada (introdução de organismos que alterem os níveis 

tróficos, ao passo que degradam compostos resultantes de eutrofização), onde a alga 

serve como alimento e ainda participa dos processos de ciclagem e renovação da 

qualidade da água. Os resultados deste estudo levantam informações relevantes para 

possíveis experimentos envolvendo as quatro espécies de macroalgas investigadas 

em processos de biorremediação de ambientes contaminados por E. coli. Novas 

pesquisas devem focar na análise da composição química dos extratos e isolamento 

dos componentes ativos como moléculas puras, e por fim, usar estes bioativos 

isoladamente ou em combinação com outros antimicrobianos para, além das funções 

biomédicas, melhorar a qualidade de áreas agrícolas cultiváveis, ou de pequenos 
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corpos d’água costeiras contaminadas, como forma de biorremediação. Este estudo 

fornece uma linha de base para esta nova abordagem. 

CONCLUSÕES 

● O protocolo estabelecido para cultivo de bactérias ambientais foi eficiente e 

deve continuar até a identificação a nível de espécie; 

● Os solventes utilizados para extração podem influenciar na atividade 

antibacteriana devido aos diferentes bioativos extraídos de acordo com sua 

polaridade, desta forma os extratos metanólicos foram os mais promissores 

para a abordagem utilizada; 

● Analisar o perfil de suscetibilidade e resistência à antibacterianos  de 

Enterobacteriaceae cultivada  do ambiente por meio de antibiograma por disco 

difusão; 

● Este estudo corrobora evidências de que as macroalgas marinhas possuem 

compostos de ação antimicrobiana eficazes, promissores na busca por novos 

princípios bioativos, incluso antibacterianos, além de excelentes bioindicadores 

de qualidade ambiental; 

● Os resultados gerados poderão ser base para novas linhas de pesquisa 

potenciais: uso de extratos antibacterianos algais com potencial de 

biorremediação em fazendas de aquicultura; biorremediação em agricultura 

vegetal; e biorremediação de pequenos corpos d’água costeiros. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1:  

 

1A) Espécies de Macroalgas utilizadas no presente estudo. 1. Sargassum cymosum 

C. Agardh (Phaeophyceae); 2. Gayralia brasiliensis Pellizzari, M.C.Oliveira & 

N.S.Yokoya 2013 (Chlorophyta); 3. Phycocalidia acanthophora (E.C.Oliveira & Coll) 

Santiañez 2020 (Rhodophyta); 4. Ulva sp. previamente (Ulva fasciata Delile) Linnaeus 

1753 (Chlorophyta). 
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1B) Imagens das clorófitas utilizadas no estudo, sendo: A, B - Ulva sp. hábito geral no 

habitat natural e exemplar herborizado em exsicata; C, D - Gayralia brasiliensis hábito 

geral. Escala = 1cm. 
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1C) E, F - Sargassum cymosum (hábito geral e detalhe do espécime no costão); G,H 

- Phycocalidia (Pyropia) acantophora, espécimes na zona entre marés do costão 

rochoso, seu habitat natural. Escala = 1cm. 
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Anexo 2.  

Tabela fornecida pelo fabricante Indexx para leitura e interpretação de resultados do 

método Quanti-Tray para análise de água, usando Colilert®-18 

 

 

 

 


