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RESUMO

A urbanizagao e o crescimento desordenado das cidades litordneas aumentam as
taxas de perturbacdo ambiental e fluxo de efluentes nos corpos d'agua. A
contaminagdo organica resulta na eutrofizacdo e altera a distribuigdo de cepas
bacterianas dos ambientes marinhos. Pelos efluentes ha fluxo de farmacos, dando
inicio a pressao seletiva que favorece a resisténcia bacteriana, novos processos
infecciosos e consequente demanda por novos farmacos. Macroalgas possuem ampla
distribuicao e plasticidade adaptativa, atribuidas principalmente ao seu metabolismo
secundario. Os bioativos algais vém 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 metandlicos e aquosos de quatro
espécies de macroalgas conspicuas de ambientes insulares do litoral do Parana (Ulva
sp., P. acanthophora e S. cymosum e G. brasiliensis) frente a enterobactérias
cultivadas a partir de amostras de agua marinha contaminadas, comparando com uma
linhagem de referéncia de E. coli. A analise da agua para cultivo foi realizada pelo
teste Colilert®-18. A agua positivada para E. coli foi filtrada e entéo cultivada em meio
seletivo (MacConkey). Apds repicagens seriadas e teste de coloragao Gram, o teste
bioquimico identificou a nivel de familia (Bacteriaceae). A atividade antibacteriana dos
extratos foi avaliada em disco-difusdo e microdiluicdo em caldo. Os dados foram
submetidos a analise de varidancia (ANOVA) e ao teste de Tukey. Os resultados
obtidos permitem atribuir atividade antibacteriana aos extratos metandlicos de todas
as espécies investigadas. O extrato metandlico de Ulva sp. reduziu a atividade
bacteriana em ambas as linhagens concentragdes testadas. P. acanthophora
apresentou a maior taxa de inibicdo do estudo e o extrato de S. sargassum inibiu até
80% da cultura de linhagem referéncia na concentracéo de 1,6mg/mL. G. brasiliensis
apresentou baixa atividade antibacteriana. Considerando a ampla distribuicao e
grande biomassa de Ulva e Sargassum, recomenda-se futuros isolamentos

bioquimicos e uso em biorremediagéo.

Palavras-chave: Gram-negativa, Metabdlitos Secundarios, 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 Parana
(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.

Keywords: Gram-negative, Secondary Metabolites, Macroalgae
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INTRODUCAO

Conservagao Marinha

Os servigos ecossistémicos fornecidos pelos oceanos sdo de suma importancia
para a vida humana, desde fonte de alimentos, passando por compostos para as
industrias alimenticia, téxtil, nutracéuticos e farmaco-cosmética (Pereira, 2010;
Fonseca, 2016). Além da multiplicidade de atividades econbémicas, aspectos culturais
e recreativos dos ecossistemas marinhos, ha processos regulatorios ecolégicos, como
ciclagem de nutrientes, liberagdo de oxigénio (e sequestro de carbono pelas algas,
além da regulagao do clima global pelas trocas oceano-atmosfera (Pellizzari et al.
2017, 2020a; Lomartire, Gongalves & Shikov, 2022).

Assim como o ambiente costeiro, ecossistemas insulares com maior
proximidade da faixa litoranea s&do diretamente impactados pelas atividades humanas,
paralelamente os organismos marinhos apresentam ecologia e desenvolvimento
fisiologico alterados diante de diferentes estressores e caracteristicas ambientais. A
interface marinha e continental apresenta amplitude climatica caracteristica (muitas
vezes ampla) e geomorfologia heterogénea, a exemplo de praias arenosas, costdes
rochosos, recifes de corais, estuarios e manguezais, os quais sao habitat para uma
vasta diversidade de espécies (MMA, 2012; Andrade et al., 2020), incluindo diversos
organismos de interesse comercial como peixes, caranguejos, siris, camardes (Beiréo,
2020) e macroalgas (Jesus et al., 2013).

A urbanizacgao e o crescimento desordenado das cidades litoraneas aumentam
as taxas de perturbagcdo ambiental, a perda de habitat e de biodiversidade (Sganzerla
et al., 2021). O crescimento desordenado das populagbes costeiras, atividade
portuaria e industrias ao longo da costa, geram pressdes (Torres et al., 2008) que se
somam a outras de carater natural. A exemplo disto ha mudangas meteorolégicas e
oceanograficas que causam ampla e abrupta variagao termohalina e de pH das aguas
marinhas, resultando no aumento de eventos naturais (ICMBio 2013, MMA 2018).
Historicamente, a expanséo urbana e efluente de diversas origens, incluso domésticos
sem tratamento, resultam em eutrofizagdo excessiva e contaminagdo organica do
ambiente marinho (Wang et al., 2021), desta forma a comunidade microbiana marinha
cresce e pode funcionar como bioindicador da qualidade de agua marinha para

recreacao, cultivos e pesca. A concentracao elevada de microrganismos bacterianos
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(ex. Escherichia coli) especificos, indica que o local esta impréprio para pesca e
recreacao, uma vez que aumenta a exposicdo a contaminantes, um problema de
saude publica, que gera impacto ambiental e causa prejuizo econdédmico.

O préprio ecossistema marinho fornece mecanismos de recuperagdo e
resiliéncia para alguns impactos, conceitos utilizados em técnicas como
biorremediacado (Tremblay-Gratton et al. 2017, Saad et al. 2021) e aquicultura
multitréfica integrada (Brown et al. 2011, Elionzo-Gonzalez et al. 2018), onde o
emprego de esforgo humano controla o equilibrio de sistemas. Em contrapartida, os
organismos marinhos sobrevivem e vivem em comunidades complexas e em estreita
associacdo com outros em um ambiente competitivo e hostil. Eles produzem
metabdlitos secundarios complexos como resposta a pressao ecoldgica, causada pela
competigao por espacgo, por predacéo e devido as variagdes de maré. Alguns desses
compostos sao antimicrobianos que inibem ou limitam o desenvolvimento e

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

Aspectos Microbiolégicos

Bactérias podem ser encontradas em todos os ecossistemas e organismos
existentes. No ambiente marinho, encontram-se livres na coluna d’agua, aderidas a
particulas de sedimentos, ou em tecidos e 6rgaos de animais e macroalgas (Dionisio
2000). A distribuicdo de cepas bacterianas no ambiente marinho, incluso patdégenos,
é resultado da disponibilidade de substratos e/ou hospedeiros suscetiveis, mantendo
o equilibrio ecoldégico de ambos (Moura et al. 2011). Miquelante (2007) atenta para a
importancia ecoldgica de microrganismos no ambiente marinho, uma vez que as
bactérias tém capacidade de degradar compostos organicos e realizar a ciclagem de
nutrientes, sendo o principal componente bidtico dos ciclos biogeoquimicos marinhos
e estuarinos juntamente com fungos e leveduras (Vieira et al. 2012). Desta forma, séo
componentes indispensaveis na teia alimentar bentbnica, pois, por meio da
assimilagdo de matéria organica dissolvida e transferéncia de carbono orgéanico
particulado aos niveis troficos superiores, completa-se o ciclo biogeoquimico.

Entretanto o aumento de atividade antropogénica e estressores ambientais, tais
como o descarte de residuos liquidos e sélidos e langamento 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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proliferacdo destas e amplificam a vulnerabilidade da saude humana, provocando
alteragdes nos processos ecoldgicos, meio ambiente versus biota (MMA 2017;
Nicolodi et al. 2018). A exemplo disso, a familia das enterobactérias
(Enterobacteriaceae), bactérias Gram-negativas muito abundantes que agrega dentre
outros grupos o de coliformes, costumam ser resistentes a elevadas temperaturas,
patogénicas de importancia para a saude humana, uma vez que constituem a principal
causa de infecgao intestinal em todo o mundo (Trabulsi & Alterthum 2005). Estudos
genéticos incluiram este grupo dentro das Proteobacteria, e sua ordem é

Enterobacteriales (Fig.1).

Enterobacteriacea

Gram-negativas abundantes - 30 géneros e + de 100 espécies
Integrante comensal da microbiota intestinal de aves e mamiferos

Causam doengas dependendo

Causam doengas sempre de condigdes ou hospedeiros
: 'y ™ — : ‘/ e Providencia
Shigella Escherichia coli
Salinonella | Klebsiella pneumoniae Morganella
Yersinia v Enterobacter
Proteus Serratia

Figura 1. Enterobactérias e sua classificagdo. Sdo mais de 100 espécies de bactérias
Gram negativas, distribuidas em 30 géneros. Agrega dentre outros grupos de
coliformes, costumam ser resistentes a elevadas temperaturas, patogénicas de
importancia para a saude humana, uma vez que constituem a principal causa de
infecgao intestinal no globo.

Alguns géneros sao integrantes comensais da microbiota intestinal de aves e
mamiferos, inclusive humanos, como a Escherichia coli, outros como habitantes do
solo ou da agua. Os géneros Salmonella, Proteus, Shigella e Yersinia sdo associados
a processos patogénicos (Silva 2015). Abundantes em ambientes enriquecidos com

matéria organica, as enterobactérias sdo indicadoras de qualidade da agua (Silva
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2015; Miquelante & Kolm 2011). E.coli € reconhecido como um microrganismo
modelo, pois sua genética e bioquimica foram exaustivamente estudadas nas ultimas
décadas (Trabulsi & Altherthum 2005), este bacilo Gram-negativo € componente da
flora intestinal normal porém causador de doengas intestinais e extra-intestinais em
humanos. Embora estas bactérias sejam mais abundantes em ambiente terrestres e
em sua biota natural (intestino de aves e mamiferos), diversos fatores biogeoquimicos
explicam a permanéncia e a viabilidade das cepas destes microrganismos em agua
do mar. A rota de entrada de populagbes patogénicas s&o os efluentes domésticos
nao tratados, dada pela interface entre agua doce (rio), ambiente de transi¢cao
(estuario) e agua salgada (mar) (Pommepuy et al. 2005).

A contaminacdo provinda de efluente antropogénico ndo se limita aos
microrganismos: o descarte de farmacos diversificados, lixiviagdo de dejetos com
horménios e outros compostos quimicos presentes em humanos, alimenta o fluxo de
farmacos em ambientes naturais pela mesma rota dos patégenos. Desta forma iniciam
uma pressao seletiva que favorece a permanéncia e resisténcia bacteriana nos
ambientes naturais (Silva 2015; Pommepuy et al. 2005; Moura et al. 2011; Hoffman et
al. 2015).

Figura 2. Mecanismos de Resisténcia Bacteriana. Bactérias livres no ambiente entram
em contato com antimicrobianos, sao selecionadas, se proliferam e possuem

capacidade de compartilhar sua resisténcia 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 resisténcia bacteriana, isso acontece porque muitos dos
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antimicrobianos comercializados s&o de origem sintética e permanecem no ambiente
onde séo descartados por muito tempo. Segundo Landry & Boyer (2013) (apud Barros
2017), aproximadamente 64% dos produtos farmacéuticos destinados ao uso humano
sdo excretados na urina como composto original ou metabdlitos. Ao entrar em contato
com cepas bacterianas, os farmacos estimulam uma sele¢ao natural, onde as mais
resistentes proliferam (Calumpong et al. 2014).

A resisténcia antibidtica, multirresisténcia a farmacos, ou resisténcia
antimicrobiana é a capacidade de um microrganismo, incluso bactérias, de resistir aos
efeitos de medicamentos convencionais, como os antibidticos, e pode ser definida
como uma alteragao genética que se expressa bioquimicamente (Sun et al. 2013). Ha
diversos mecanismos quimicos que tornam uma bactéria resistente: producédo de
enzimas, mudanga na permeabilidade da membrana, expulsdo do antibacteriano da
célula (Trabulsi & Alterthum 2005), pode ser inerente a um grupo especifico de
bactérias, ocorrer na forma de uma mutagao genética ou ainda pode ser transferida
entre individuos.

A resisténcia antimicrobiana € uma das maiores ameacgas a saude humana em
todo o mundo (Walker et al. 2009), ja que limita muito a probabilidade de tratamento
colocando em risco a eficacia de antimicrobianos disponiveis para tratamentos
(Ventola 2015). Populacbes de areas costeiras estdo expostas a qualidade da agua
marinha, em virtude da dependéncia de recursos oriundos destes ecossistemas, tanto
para alimento ou outras industrias, quanto para fins recreacionais. Mesmo com
indicios de infec¢des de origem marinhas em humanos, o diagndstico e o tratamento
raramente relacionam a causa dessas infeccbes com o ambiente onde ocorrem
(Fleming et al. 2008; Repsold et al. 2020).

Algumas floragdes de algas (micro ou macro) estdo associadas a eutrofizagéo
em ambientes aquaticos, incluindo microalgas que produzem toxinas (Moura et al.
2011; Fleming et al. 2008), o que sugere que muitos desses organismos utilizam de
estratégias fisioldgicas diversificadas e arsenal bioquimico para se defenderem e
sobreviverem a presenca de estressores ambientais oriundos de agido antropica ou
mudangas abidticas “naturais”. Incluindo uma gama de compostos quimicos
antioxidantes, fotoprotetores, que podem ter agao antibacteriana, fungica ou viral, a
despeito da resisténcia adquirida por estes microrganismos.

Além disso, estudos demonstram que macroalgas, como produtoras de
diversos tipos de polissacarideos, sao excelentes substratos para a sobrevivéncia de
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muitos microrganismos estuarinos e marinhos, sendo alguns patogénicos (Whitman
et al. 2004, Englebert et al. 2008) dentre eles fungos, leveduras (Rosa et al. 2003)

virus e bactérias, principalmente Escherichia coli.

Aspectos Ficolégicos

Macroalgas marinhas juntamente com o fitoplancton, sdo organismos
autétrofos e produtores primarios responsaveis pela producdo de mais de 60% do
oxigénio disponivel no globo (Calumpong et al. 2021). Ambos os grupos, micro e
macroalgas, formam um importante componente dos ecossistemas marinhos, tanto
de zonas costeiras quanto oceanicas, sendo base de teia alimentar, provendo nutricao
e habitat para diversas espécies marinhas. Macroalgas distribuem-se ao longo do
globo desde zonas polares e tropicais, de ambientes superféticos entremarés e ou
rasos, a ambientes mais profundos com baixa incidéncia de luz, em zonas de amplo
gradiente halino, e em ambientes pristinos a eutrofizados e contaminados.

Esta ampla distribuicdo ocorre devido a plasticidade de alguns géneros de se adaptar
a condi¢gdes abidticas muito especificas e/ou a tolerar condigdes ambientais com
variagbes muito amplas ou extremas (Pellizzari et al. 2020). As algas sao bentdnicas
e fixam-se em substratos consolidados tanto em costdes rochosos, rochas, substratos
duros naturais ou artificiais, troncos de manguezais, ou como epifitas de outras
especies (Pedrini 2010).

A fisiologia algal envolve desde a produgao de pigmentos fotossintetizantes até a
sintese de compostos do metabolismo secundario. Metabdlitos secundarios
funcionam como defesa contra condigdes abidticas extremas (e.g. compostos
antioxidantes e fotoprotetores), e quando isolados podem ter sua agao bioativa
aplicada a farmaco cosmético, como € o caso dos antibacterianos ou bactericidas.
No entanto, a ecologia quimica das algas marinhas € compreendida em diferentes
areas do globo de forma desigual. Por exemplo, as algas antarticas estdo entre os
grupos menos estudados em termos de agao antibacteriana. Recentemente Martin-
Martin et al. (2022) estudaram as evidéncias experimentais de atividade
antimicrobiana em 22 espécies de algas marinhas antarticas, abordando papel
ecoldgico e potencial antimicrobiano. Os autores realizaram extra¢des separando as
fracdes lipofilicas e hidrofilicas, usando o método de difusdo em disco contra sete

bactérias antarticas e sete substitutos patogénicos humanos. Foi demonstrado que os
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extratos das algas vermelhas (especialmente Delisea pulchra) inibiram um maior
numero de microrganismos em comparagao com as algas pardas, e que as fragdes
lipofilicas foram mais ativas do que as hidrofilicas. Ambos os tipos de bactérias
testadas (Gram-negativas e Gram-positivas) foram inibidas, principalmente por
fragbes butandlicas, sugerindo uma tendéncia de defesa quimica inespecifica. No
entanto, bactérias Gram-negativas e um fungo patogénico apresentaram maior
resisténcia. Isto contribuiu para a evidéncia de interagdes quimicas antimicrobianas
entre algas antarticas e microrganismos simpatricos (que ocorrem na mesma regiao
geografica), bem como o potencial de extratos de algas marinhas para aplicagdes
farmacolégicas.

No Brasil estdo listadas atualmente ca. de 925 espécies de macroalgas
marinhas, sendo 222 Ulvophyceae (Chlorophyta), 594 Rhodophyta, e 109
Phaeophyceae (Ochrophyta) (Guiry & Guiry, 2023). Os trés grupos algais possuem
uma combinagéao especifica de pigmentos fotossintéticos, Chlorophyta (algas verdes),
Rhodophyta vermelhas) e Phaeophyceae (pardas ou marrons).

As macroalgas verdes sao compostas por clorofilas a e b, podendo apresentar
outros pigmentos, principalmente da classe dos carotendides, sintetizam o
polissacarideo amido como substancia de reserva (Raven et al. 2001), possuem
parede celular composta de pectina e celulose (Sprung 2002) e estdo presentes em
diversos ecossistemas marinhos e estuarinos (Pellizzari & Sinclair; WOA 2021).

As algas Rhodophyta sdo predominantemente marinhas com alguns poucos
taxons estuarinos. Possuem nuances de cor résea, avermelhada ou vinacea,
resultante da presenca de clorofila a e d, pigmento acessorio ficoeritrina, ficocianina e
aloficocianina (SILVA 2009). Estas algas ainda podem sintetizar ficobiliproteinas,
carotendides, luteina, zeaxantina (Sprung 2002). Como substancia de reserva,
possuem amido e caracterizam-se pela auséncia de células flageladas (Pedrini 2010).
Possuem ampla distribuicdo 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) sdo prioritariamente marinhas de
ampla distribuigdo por todas as latitudes, de aguas polares. Existem pelo menos 1500
espécies descritas, mais abundantes em aguas temperadas, boreais e polares (Guiry
& Guiry 2023; SILVA 2009). Estes organismos sintetizam clorofila a e ¢, e a coloragéo
€ proveniente dos pigmentos carotendide e fucoxantina (Raven et al. 2001), n&o
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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 importéncia ecologica das algas, ressalta-se também sua
relevancia econOmica, diretamente como alimento e ou provendo matéria prima
industrial na fabricagcdo de tintas, colas, borrachas, isolantes e lubrificantes para
eletroeletrénica, impermeabilizantes e fixadores de pigmentos na industria téxtil
(Pedrini 2010), biocombustiveis, fertilizantes e degradagao de petréleo (Beirdo 2020).
As algas sao altamente nutritivas quando consumidas in natura, em geral tém baixo
teor de lipideos e calorias, algumas espécies possuem alta concentracdo de minerais
(ferro, iodo, calcio, potassio, magnésio), aminoacidos, e fibras, sendo importantes
repositores nutricionais (Pereira 2010). Ainda, sao ricas em vitaminas B1, B2, B6, C e
E, além de niacina e oligoelementos (Fonseca 2016). Na industria alimenticia,
nutracéutica e/ou cosmética, as macroalgas sdao amplamente utilizadas para extragcao
como fontes de polissacarideos coloidais de espessantes, estabilizantes,
conservantes e emulsificantes, a ex. de agar, carragenana e alginatos (Pellizzari &
Reis 2014). O alginato, extraido de alguns géneros de Phaeophyceae, € um
ficocoléide usado como excipiente para farmacos e moldes dentarios. O agar e
carragenana sao outros dois ficocoloides extraidos de alguns géneros de algas
vermelhas, sendo usados amplamente na industria de ragbes como gelificantes,
estabilizantes e emulsificantes. O agar é a base para subproduto de importancia para
a fabricagdo de meios de cultura, separagdao de macromoléculas e obtencao de
anticorpos (Pellizzari & Reis 2014; Pereira 2010).

A diversidade de macroalgas, seus polissacarideos coloidais, subprodutos e
metabdlitos secundarios extraidos, os quais s&do sintetizados como estratégias de
sobrevivéncia, podem apresentar subsidios para futuras pesquisas em busca de
novos farmacos, 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 patogénicos (Beversdorf et al. 2006; Ortiz & Galicia-Jiménez 2013).
A permanéncia desses organismos suscita a pressao ecologica que pode induzir e/ou
estimular a sintese de metabdlitos secundarios, incluindo compostos antibacterianos

por algumas algas (Perez et al., 2016).
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Os metabdlitos secundarios sdo assim chamados porque n&o participam das
atividades relacionadas ao crescimento e desenvolvimento do organismo. Compostos
como terpendides, esterdides, compostos fendlicos, alcenos e florotaninos sao
sintetizados como estratégia de defesa para suportar as pressdes ecoldgicas que as
macroalgas sofrem em ambientes extremos e ou mutantes, tais como da temperatura
e da salinidade da agua, da incidéncia de luz, além dos estressores antropogénicos
(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; Cmikova 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 as bactérias
resistentes (Cmikova et al.,2022; Coronel et al., 2020; Hussein et al., 2020)

Visto a importancia das macroalgas no controle das cepas bacterianas
resistentes, este estudo visou adequar um protocolo para selegado de enterobactéria
ambiental marinha, avaliando sua capacidade de resisténcia. Ainda foi investigada a
atividade antibacteriana de diferentes extratos macroalgais, com intuito de embasar
um possivel isolamento de composto quimico 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 agua do mar imprépria para
balneabilidade, comparando com uma linhagem de referéncia de E. coli (ATCC
25922).

Objetivos Especificos

e Cultivar bactéria proveniente de agua do mar de praias impréprias para
balneabilidade do litoral do Parana;
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e Obter os extratos metanodlicos das macroalgas Ulva sp., P. acanthophora, S.
cymosum e G. brasiliensis por meio da técnica de maceragao;

e Preparar extratos aquosos das macroalgas Ulva sp., P. acanthophora e S.
cymosum por meio de autoclavagem;

e Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos metandlicos e aquosos contra
bactéria cultivada por método quantitativo e qualitativo;

e Analisar o perfil de suscetibilidade e resisténcia a antibacterianos de
Enterobacteriaceae cultivada do ambiente por meio de antibiograma por disco
difusdo.

MATERIAIS E METODOS

Area de Estudo

A costa marinha brasileira se estende por aproximadamente 10.800 km e se
soma as areas insulares oceanicas Atol das Rocas (RN), Fernando de Noronha (PE),
Sao Pedro e S&o Paulo (PE), Trindade e Martim Vaz (Beirdo et al., 2020), totalizando
17 estados costeiros e mais de 200 municipios litoraneos (Prates et al., 2012; Beirdo
et al., 2020). Cerca de 60% das grandes metropoles brasileiras se desenvolvem em
areas litoraneas e estuarinas, ndo obstante da tendéncia mundial, cujo crescimento
de 75% ao ano inclui 65% de sua populacao localizada a menos de 159 km da costa
marinha (Moura et al. 2011).

O litoral do Parana esté localizado no sul do Brasil entre a Serra do Mar
e o Oceano Atlantico, limitado ao norte pelo litoral do estado de Sao 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 costbes rochosos, praias arenosas e longa linha de
costa estuarina do Complexo Iguape-Cananéia-Paranagua permeados por
manguezais e marismas (Lana et al.,2001).

O Complexo Estuarino de Paranagua (CEP), é uma importante regido
econdmica que abriga o maior porto graneleiro da América Latina (EMBRAPA, 2020).
Essa planicie costeira € entremeada por outras baias do CEP (Laranjeiras, Pinheiros
e Antonina), com presenga de muitas ilhas como Rasa, Pecas, da Cotinga, algumas
destas inseridas em Unidades de Conservacéo (UC). E o caso da llha Rasa, na Area
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de Protecdo Ambiental (APA) de Guaraquegaba, Baia das Laranjeiras. Mais ao sul do
litoral Paranaense, encontra-se a Baia de Guaratuba, um corpo d'agua 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 populagao costeira paranaense apresenta ampla variagéo sazonal, uma vez
que triplica nos meses de verao (Cunico, 2016). O Municipio de Pontal do Parana, na
desembocadura do CEP, possui uma populacdo estimada em 28 mil habitantes,
segundo o IBGE (2021), porém, durante a temporada de verdo € estimado que o
numero da populagéo flutuante passe dos 300 mil. Fato este que sobrecarrega o setor
de prestacao de servigos no municipio, assim como sobrecarrega, polui e contamina

0S seus ecossistemas adjacentes.

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

O Balneario de Pontal do Sul (Pontal do Parana) (25° 33‘S/ 48° 24’W) localizado
no setor externo da Baia de Paranagua (Figura 3), possui o terminal de embarque
para llha do Mel, além de praias calmas com pouco hidrodinamismo de correntes e
ondas nos meses de verdo (quando nao ha influéncia de frente fria) (Rezende,
Brandini, 1997), atraente ao turismo (Cunico,2016). A amplitude maxima de marés no
CEP é de 2,2 metros em regime semidiurno (Marone & Camargo 1994 apud Pellizzari
2005). O tempo de residéncia da agua no no CEP varia em torno de 3,5 dias (FUNPAR
1997 apud Marone 2007) havendo grande aporte agua doce e a circulagao residual
(Camargo 1998 apud Pellizzari 2005). O ponto amostral foi a Praia do Canto das
Pedras, regido entre marés bastante antropizada, proxima também as
desembocaduras do Rio Emboguacgu, Rio Maciel e principalmente Rio Perequé.

A gamboa do Perequé, possui 2.6 km de extenséo e capta esgoto domeéstico
principalmente ao longo de seu trecho superior (Lana et al., 1989), a rede de esgoto
do municipio de Pontal do Parana recebe, e trata cerca de 25,2% da populagéo
(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 unico
acesso as principais marinas do Balneario de Pontal do Sul e do porto de embarque
para a llha do Mel, registrando frequente trafego de pequenas e médias embarcagdes
(Camargo et al. 1996). A observagao desta estrutura foi fator primordial para a escolha
do ponto de coleta de agua para cultivo de bactéria ambiental, corroborado pelas
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analises preliminares realizadas no ano de 2021 e nas observagbes sobre a

balneabilidade publicadas pelo Zoneamento Ecolégico Econémico (Cunico 2016).

Ponto amostral de macroalgas

Os espécimes algais foram coletados na ilha do Farol (Figura 3), localizada no
municipio de Matinhos, entre duas areas conhecidas de recreagcdo sazonal, que
recebem matéria organica de efluentes irregulares ndo tratados, um fendmeno
amplificado durante a temporada turistica (verdo, entre os meses de dezembro a
fevereiro) do Balneario de Caioba (Cunico, 2016). O aporte de sedimento proveniente
da Baia de Guaratuba mais ao sul, a urbanizacao e eutrofizacdo nas proximidades
influenciam as condigdes fisico-quimicas formando bancos de algas verdes (Ulvales)
oportunistas em algumas épocas do ano, além dos 139 taxons (pertencentes aos trés
grandes grupos de macroalgas) descritos por Pellizzari et al. (2014). Foram coletadas
espécies conspicuas no entorno da ilha, representantes dos grupos Chlorophyta,

Ochrophyta (Phaeophyceae) e Rhodophyta.

A llha Rasa (25°15' e 25°30' S e 48°20' e 48°30' O) possui area de 10,5 Km? e
altitude maxima de 40m, pertencente a APA de Guaraquecgaba (Fischer, Colley, 2005),
uma planicie arenosa permeada pelas baias de Paranagua e Laranjeiras (Figura 3).
Apresenta biodiversidade composta basicamente por espécies ameacgadas (Cunico,
2016), e cobertura vegetal caracterizada por manguezais, campos salinos e restingas
(Fischer, Colley, 2005). A principal atividade econémica da llha é extrativista, por meio
de pesca artesanal, coleta de organismos marinhos de interesse gastronémico e
extragado de madeira (Abbud, 2011; Cunico, 2016). Apresenta expansao de atividade
turistica e de recreacao 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 Parana, 1- Local de amostragem de
cepas de E.coli ambiental: Canto das Pedras - Pontal do Sul, desembocadura de rios
e transito de embarcagdes de pequeno e médio porte. Amostragem de macroalgas:
2- llha do Farol (Matinhos), ilha proxima a area de urbanizagdo, com acesso turistico
sazonal; 3- Ilha Rasa (Guaraquegaba), Baia das Laranjeiras, unidade de conservagéo

com impacto de comunidades locais e turismo ndo organizado. Fonte: Google Landsat/
Copernicos (Data SIO, NOAA, U.S) Data das Imagens: 14/12/2015 - Escala: 20km|Camera: 154km.
Ferramenta: Google Earth.

Coleta de agua estuarina para isolamento de E. coli ambiental

A coleta de agua 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 saida da gamboa do estuario, cujas amostragens piloto (3
repeti¢des, 3 locais diferentes, 7 datas aleatérias durante os meses de margo a julho)
demonstraram maior presenca de E. coli comparado as outras localidades nesta area.
Foram coletadas amostras em ftriplicata de 300 mL acondicionadas em caixas

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

Analises da qualidade da agua estuarina para isolamento de Enterobacteriacea
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De cada amostra, foram extraidas duas duplicatas (aliquotas) de 100mL, as
quais foram analisadas pelo teste Colilert® em cartelas Quanti-tray 2000 (Idexx) para
confirmar a presenca de E. coli.

As amostras de agua foram inicialmente analisadas pelo método
Colilert® T-18 com substrato cromogénico especifico para E.coli em cartelas "Quanti-
tray" 2000 posteriormente seladas com Sealer® 2000, com Kit IDEXX. Uma
caracteristica especifica dos coliformes é a enzima-galactosidase, que pode ser
detectada utilizando-se o substrato ONPG (o-nitrofenol galactopiranosideo), que
confere aos coliformes uma coloragdo amarelada, tornando possivel a contagem de
coliformes totais utilizando-se a mesma amostra que foi usada para mensurar indices
especificos de E.coli. Esta por sua vez, pode ser detectada pela producido de
glucuronidase, que cliva em 10 umbeliferil-glucuronide (MUG), resultando em
fluorescéncia sob luz ultravioleta (Pellizzari 2010).

Foi utilizada uma diluicdo de 100%, ou seja, 100 mL de amostra do local para
uma ampola do substrato cromogénico Colilert®-18. O substrato foi adicionado, e a
amostra foi delicadamente homogeneizada com movimentos circulares até a completa
dissolugdo do substrato (meio de cultura com marcador enzimatico). Posteriormente
a mistura foi despejada em cartelas especificas, as quais passaram por seladora do
mesmo fabricante das cartelas, para distribuicido uniforme das amostras nos léculos.

O Colilert® é um método colorimétrico e estatistico onde o indice de
contaminacgao € calculado pela presenca ou auséncia das células bacterianas nos
I6culos da cartela. As cartelas utilizadas possuem 97 l6culos, divididos em 49 l6culos
grandes — volume de 1,3 mL - e 48 pequenos — volume de 0,3 mL - que sao utilizados
para conversao em tabela especifica para estimativa dos valores de contaminacao,
expressos em numero mais provavel por 100 mL (NMP/100 mL). Neste estudo,
procurou-se obter nas cartelas o maior indice de contaminagao possivel para posterior
crescimento e isolamento das bactérias de uma amostra em meio sélido.

Apods a selagem, as cartelas foram incubadas em camara de germinagéo com
temperatura controlada (BOD Marconi) a £36°C durante 20 horas. Apés o tempo de
incubacéo, a reagdo enzimatica nas amostras com presencga de coliformes totais foi a
coloracdo amarelada. As amostras com presenca de E.coli apresentaram
fluorescéncia azulada sob lampada ultravioleta.

Os loculos que reagiram para amarelo foram marcados, e 0s que apresentaram

luminescéncia sob luz UV remarcados, identificando a presenca de E.coli. Apods a
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marcacao das cartelas, os l6culos que apresentaram fluorescéncia e alteragao de cor
ja marcados, foram contabilizados e interpretados com auxilio de Tabela do kit Idexx
(nexo 2), seguindo método pré-estabelecido pelo fabricante. Os indices foram
expressos em NMP/100 mL (numero mais provavel de E.coli por 100 mL de agua),
uma vez que o metodo é um teste de probabilidade de presenca e auséncia das cepas,
que nao determina a densidade celular propriamente dita, e sim estima indices em
NMP.

A partir das amostras que testaram improprias pelo teste acima descrito
(segundo Resolugao Conama 274/2000) foram retiradas outras réplicas de 100 mL,
filtradas e ent&o inoculadas em placas de petri (n=3) contendo meio de cultura sélido

MacConkey (Kasvi) (Figura 4).

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

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

(Fonte:https://www1.ibb.unesp.br/Home/Departamentos/Microbiologiaelmunologia/5_aula_enterobact
eriaceae.pdf)

Isolamento de cepas de Bactéria Ambiental

Apods confirmagéo pelo método Colilert®, a aliquota restante da amostra da
agua do mar foi filtrada em bomba a vacuo, 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 agua destilada e
homogeneizado com auxilio de alga de Drigalski. A solugao resultante foi transferida
para placas de Petri contendo meio MacConkey (Kasvi) e entdo mantida em estufa
bacteriolégica - BOD (SL 101- SOLAB) a 35+2°C por 24 horas.

ApOs o crescimento bacteriano, uma colénia com coloragdo rosacea e com
crescimento isolado, foi retirada e adicionada a um tubo de ensaio com 1mL de
solucdo salina (NaCl 0,85%) a e submetida ao teste de coloracdo de Gram para
confirmar presenga de bacilos Gram-negativos. Posteriormente foi realizada nova
semeadura em placas contendo meio MacConkey, incubadas a 35°C +2°C por 24
horas e novo teste de coloragcdo Gram (Figura 5). Apds repicagens seriadas, as
amostras cultivadas seguiram para o Laboratério de Genémica, Protedmica e Reparo

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

Figura 5: Etapas para concentragéo e selegao de bacilos Gram-negativos: A. Filtragao
em bomba a vacuo. B. Diluigao e homogeneizagdo do residual do filtro para a

semeadura das placas. C. Formagao de colénias em meio MacConkey.
Coleta de Biomassa e Processamento das amostras de macroalgas
Espécies de macroalgas representativas dos trés grandes grupos foram

coletadas: S. cymosum C. Agardh, P. acanthophora (E.C.Oliveira & Coll) Santiafiez
2020, Ulva sp. G. brasiliensis Pellizzari, Oliveira & Yokoya 2013 foi coletada na llha
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Rasa, APA de Guaraquegaba, em agosto de 2022 (vide prancha de imagens do habito
geral das espécies algais em Anexo 1 - A, B e C).

O material biolégico coletado em 2017 foi triado e lavado com agua do mar,
visando eliminar possiveis epifitas e sedimentos. No laboratério (LAQUAMAR) as
espécies algais foram enxaguadas por trés vezes, consecutivamente, com agua
destilada e deionizada, e posteriormente congeladas. No momento que antecedeu a
producao de extratos, as amostras foram enviadas ao Laboratério de Algas Marinhas
do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Sao Paulo (IB-USP), laboratério
colaborador, onde a biomassa algal foi dividida, individualmente, em fragbes 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 auxilio de pistilo. O
material resultante foi armazenado em dessecador com silica, com a devida

identificacdo da espécie e localidade, até o momento da extragao.

Preparacao dos Extratos algais para os testes antibacterianos

Extrato Metanolico

A biomassa algal liofilizada foi eluida no solvente metanol PA (SYNTH) na
proporcao de 80 mL de solvente para cada 5g de biomassa, em 5 repeti¢des (n=5). A
mistura foi acondicionada em um frasco tipo béquer, ao abrigo de luz, em temperatura
ambiente por 24 horas. Apds, realizou-se a filtragem em filtro de fibra celulosica.
(Figura 6).

O extrato resultante da filtragem foi depositado em outro béquer e mantido em
capela de exaustao a 25°C até evaporacao total do solvente. O procedimento foi
repetido 3 vezes em dias consecutivos. O extrato bruto resultante da evaporagao 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 extragao aquosa.

Extrato Aquoso
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A biomassa algal resultante do processo de extragdo metandlica, foram
adicionados 160mL de agua Milli-Q® (Direct Water Purification System) Realizou-se
autoclavagem por 15 minutos em presséao igual a (1,5 kgf/cm?) e posterior filtragem
em filtro de fibra celulésica comercial (Marca: Melitta, REF 103), o extrato foi mantido
em estufa a 45° até a evaporacao total da agua. 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 metodolégico utilizado

encontra-se esquematizado na Figura 7.

Figura 6: Procedimento de filtragdo do extrato metandlico das macroalgas marinhas.
Realizado no més de setembro de 2022.
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Modelo Analitico do Estudo

Espécies

ILHA

" piIsco

Gayralia brasiliensis —

RASA

| — =3
, Sargassum cymosum - LAVAGEM

ILHA / LIFILIZAGAD | |
MEFGH[RP— P acanthophora - EXTRATOS

A Ulva sp.

rCOLILERT Confirmatério E.coli

TESTE GRAM

TESTE
BIOQUIMICO

FILTRO A VACUD

PONTAL |
whis? AGUADOMAR |\

cultura

Figura 7. Modelo analitico demonstrando todas as etapas da pesquisa realizada
durante os anos 2021-2023, visando atestar a capacidade antibacteriana de extratos
de macroalgas conspicuas de ilhas do litoral paranaense.

Antibiogramas

Preparo do In6culo Bacteriano

Inicialmente, uma aliquota do crescimento bacteriano de cada amostra
(bactérias isoladas do ambiente e da linhagem de referéncia) foi transferida
individualmente, para uma placa de Petri contendo meio BHI (Brain Heart Infusion).
As placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 18 a 24 horas a 35£2°C. Apoés,
foram selecionadas trés colbnias e estas foram diluidas em solugao salina (0,85%) até

obtencao do padrao de turbidez 0,5 da escala de McFarland.

Antibiograma por Disco Difuséo

Para realizagdo do antibiograma, um swab foi imerso na diluigdo bacteriana
(com padréao de turbidez 0,5 da escala de McFarland) e semeado por toda a superficie
do meio de cultura da placa de Petri (150 mm) contendo o meio Agar Mueller Hinton.
Os discos, contendo o antimicrobiano foram inseridos no meio de cultura ja inoculado

com o auxilio de uma pinga e dispostos a uma distancia de 3cm de distancia um do

DIFUSAO

\ | " AQUOSOS IN VITRO
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outro. As placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 18 a 24 horas a 35£2°C
em camara tipo BOD® (Marconi). A leitura do didametro dos halos foi realizada com o
auxilio de paquimetro digital de fibra de carbono (Nobrand). Para a interpretagao dos
resultados utilizou-se como referéncia 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 pg) rifampicina (RFC 3 pg), gentamicina (GEN 10 ug); azitromicina
(AZI 15 pg), amoxicilina (AMC 3 ug), eritromicina (ERI 15 pg), neomicina (NEO 30 ug),
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 referéncia de E. coli (ATCC - American Type Culture Collection
25922), foram utilizados discos contendo antimicrobianos comercializados indicados
em estudos para E. colii ampicilina (AMP 10 pg), ciprofloxacina (CIP 5 ug),
nitrofurantoina (NIT 300 pg), tetraciclina (TET 30 ug), cefalotina (CFL 30 ug),
gentamicina (GEN 10 ug), penicilina (PEN 10ug) e ofloxacina (OFX 5 ug) (Esmerino
et al., 2003; Carvalho, 2006).

Para os extratos, inicialmente preparou-se a solugdo mae, onde uma aliquota
de 5 mg de cada extrato bruto foi pesada e acondicionada em tubos tipo Eppendorf®
e entdo diluidos em DMSO 10% numa concentragao final de 5 mg/mL. Posteriormente
aferiu-se o halo de inibigdo em torno dos discos, utilizando paquimetro digital de fibra
de carbono (Nobrand) para determinar o diametro em milimetros, o que possibilitou

correlacionar aos padrdes estabelecidos pelo fabricante.

Antibiograma pelo método de Microdiluicdo em Caldo Mueller Hinton

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

Bioprodutos da Universidade de Caxias do Sul (UCS). Apds o preparo do indculo,

realizou-se uma nova diluicdo até a obtengéo da concentragdo 5x10*UFC/ML. Uma
aliquota de 5uL da suspensao bacteriana (5x10*UFCG/MmL) foi adicionada ao meio de
cultura (caldo Mueller Hinton) contendo dilui¢des seriadas dos extratos metandlicos e

aquosos, separadamente, em uma placa de 96 pocos.
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Posteriormente, as placas foram incubadas de 18 a 24 h a 35+2°C. A leitura da
absorbancia foi realizada utilizando-se um leitor de microplacas (SpectraMax mx®) a
600 nm. Os resultados foram comparados com controle positivo (meio de cultura
contendo solvente com as mesmas diluicbes utilizadas nos extratos e o inéculo
bacteriano). Para o controle negativo, utilizou-se apenas meio de cultura com o
solvente de diluicdo, sem o in6culo e para o controle positivo, utilizou-se meio de
cultura com o solvente de diluicdo e o indculo bacteriano. Calculou-se a média e
desvio padrao das triplicatas analisadas e foram construidos graficos a partir desses
resultados utilizando-se o software GraphPad Prisma versao 8.0.1.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software Microsoft Excel para calcular as
médias + desvios padrao (DP). Apds as analises exploratérias para verificagdo da
distribuicdo dos dados e identificacdo de outliers, os dados foram compilados e
analisados no software RStudio (2023). Foram realizadas analises estatisticas
(ANOVA com Tukey como post-hoc) estabelecendo alpha de p=0,05, utilizando os
softwares JAMOVI (2022) e Vegan (2022). O grafico foi gerado no software Sciplot
(2020).

RESULTADOS

Analises da qualidade da agua estuarina para isolamento de Enterobacteriacea

ambiental

As analises de qualidade da agua pelo método Colilert® demonstraram que
todas as amostras de agua coletadas na praia do Canto das Pedras continham E. coli
préximo ou maior que 1000 NMP de E. coli/ 100 mL ( tendo sido verificados na cartela
1, 48 l6culos grandes e 49 I6culos pequenos fluorescentes sob luz UV (Figura 8), na
cartela 2, 48 e 49, e na cartela 3, 48 e 47, resultando (conforme tabela de converséo
da /dexx 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

entdo selecionada para crescimento em meio seletivo de E. coli.
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Figura 8: Cartela padrdo Quanti-tray usada nas analises pelo Método Colilert®, e
posterior leitura de coliformes totais e E. coli através de contagem dos loculos sob
camera UV. As cepas de enterobactérias sdo detectada pela produgdo de
glucuronidase, que cliva em 10 umbeliferil-glucuronide (MUG), um marcador,
resultando em fluorescéncia sob luz ultra-violeta, e consequentemente resultado
positivo.

Isolamento das Cepas de Enterobacteria Ambiental

Apos trés repicagens em meio McConkey e realizagdo da coloragdo de Gram
concomitante para cada repique (Figura 9), verificou-se a presenca de bacilos Gram-
negativos em todas as semeaduras, classificagdo na qual se insere E.coli, além de
outras enterobacterias.
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Figura 9: Confirmacgé&o de cultura de bacilos Gram-negativos na agua do mar coletada
em Pontal do Sul (PR) em setembro de 2022, observadas em microscopia 6ptica apos

coloragao de Gram.

Producao de Extratos

Apods a evaporagao do solvente usado para extracao 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 extracdo
metandlica da rodoficea P. acantophora e o maior rendimento foi na extracdo aquosa

de Ulva sp.

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

Extrato Metandlico Extrato Aquoso

Peso inicial Rendimento Rendimento Peso inicial Rendimento Rendimento

Espécie Algal (9) (9) (%) (9) (9) (%)
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

*Nao houve produgado de extratos aquosos de G. brasiliensis.

Antibiograma por Disco Difusao

Determinagé&o do Controle Positivo

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

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

10 e 14mm de diédmetro, respectivamente (Figura 10 e Tabela 2).
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Figura 10: Antibiograma preliminar utilizando cultivo de enterobactérias ambientais,
em disco-difusdo. O DMSO ao centro, ndo 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 resisténcia da enterobactéria
ambiental cultivada, frente ao antibacteriano penicilina (Tabela 2), onde ndo houve
formagdo de halo de inibicdo. Este resultado corroborou a anadlise da agua,
contaminada com E. coli, e sugere que a enterobactéria ambiental também apresenta

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

Tabela 2: Diametro do halo de inibicdo 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

Antibiotico Diametro 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 agua estuarina, apresentou maior
resisténcia aos antimicrobianos testados, quando comparada a cepa da linhagem de
referéncia. Ambas as cepas testadas, apresentaram resisténcia aos antimicrobianos
nitrofurantoina e penicilina. A cepa de E. coli referéncia (ATCC 25922) apresentou
ainda resisténcia intermediaria contra cefalotina, o que nao foi observado nas cepas

da enterobactéria ambiental isolada e cultivada.

Tabela 3: Medidas dos halos de inibicdo resultantes do teste de suscetibilidade com
antimicrobianos indicados para classificagdo do grau de resisténcia da bactéria

ambiental cultivada e linhagem de referéncia (ATCC25922). Onde: S= Sensivel, | =
Intermediario, R= Resistente.

Halo (mm) Halo (mm)

Antibacteriano Linhagem de Resisténcia = Cultivado (s) Resisténcia

Referéncia do Ambiente
ampicilina
(10pg) 18 S 18 S
ciprofloxacina
(5pg) 21 S 48 S
nitrofurantoina Nao formou
(300pg) halo R 13 R
cefalotina
(30pg) 17 | 33 S
gentamicina 18 S 33 S
ofloxacina
(5ug8) 23 S 21 S
penicilina G Nao formou N&o formou
(10pg) halo R halo R

Extratos Algais: Antibiograma de Difusdo em Disco

A partir dos dados de mensuragao dos halos de inibigdo (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 inibicdo em ambos os tipos de extratos,

aquoso e metandlico.

Tabela 4: Medidas dos halos de inibic&o resultantes do antibiograma com os extratos
de algas coletadas na llha do Farol — PR.

Antimicrobiano Diametro do Halo de Inibigdo (mm)
Azitromicina 9,8
Neomicina 8
Amoxicilina 75
Extrato Metandlico Ulva sp. 51

Extrato Metandlico Phycocalidia
acanthophora 6,9

Extrato Metandlico Sargassum

cymosum 47
Extrato Aquoso de Ulva sp. 0]

Extrato Aquoso Phycocalidia
acanthophora 0
Extrato Aquoso Sargassum cymosum 5
DMSO 10% 10

Foram formados halos de inibicdo 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 metandlico de S. cymosum e no disco
contendo extrato aquoso de S. cymosum, 5Smm. Em uma das placas foi possivel
observar halo de inibicdo de didametro 5,1 mm para o extrato metandlico de Ulva, e em
outra réplica po extrato metandlico de P. acanthophora apresentou halo de inibi¢ao de

6,9 mm.

Antibiograma pelo método de microdiluigdo em caldo Muller Hinton

A partir da leitura da absorbéncia nos testes de microdiluicdo em caldo, foi

possivel a criagao de graficos cujo padrao permite observar o perfil de atividade dos
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extratos metandlicos e aquosos algais, contra as culturas de enterobactérias

ambientais isoladas e cultivadas, e na cepa de referéncia.

Extratos Aquosos

Os extratos aquosos de Ulva sp., P. acanthophora e S. cymosum (Figura 11)
nao apresentaram atividade antibacteriana nas concentragdes testadas contra E. coli
referéncia e Gram-negativos isolados do ambiente. As concentragdes utilizadas em
cada extrato foram diferentes, devido a diferente solubilidade de cada extrato. Utilizou-

se a maxima concentracio obtida para cada um.

Phycocalidia acanthophora

15

EXTRATOS AQUOSOS £ "mE s
= 10 - T I 4,5 mg/imL
'g = 2,25 mg/mL
Ulva sp. 'g i
L mm Controle
£ T ~ ] 13 mg/mL
£ -+ 0.0 =
e 101 - = 6,5amL E. coli Isolado (s)
] = 3,25 mg/mL ATCC25922 Ambiental
]
§ 051 Sargassum cymosum
1.57
< mm Controle
™ 20 mg/imL
E. coli Isolado (s) 1.04 = 10 mg/mL
ATCC25922 Ambiental = 5 mg/mL

Absorbancia (nm)
(=]
o

1

E. coli Isolado (s)
ATCC25922 Ambiental

Figura 11: Leitura de absorbancia para diferentes concentragdes de extratos aquosos
de Ulva sp. (previamente U. fasciata) (Chlorophyta), P. acanthophora (Rhodophyta) e
S. cymosum (Phaophyceae), coletada na llha do Farol, municipio de Matinhos, litoral
paranaense. Quanto menor a absorbancia, maior a inibicao bacteriana.

Extratos Metanodlicos

O extrato metandlico de Ulva sp. apresentou, em média, a melhor atividade
antibacteriana, sendo que reduziu a atividade bacteriana de ambas as linhagens, e
em todas as concentragdes testadas. Este dados foi interpretado pelas menores

leituras de absorbancias, nas maiores concentracdes de extrato testadas, reduziu a

mm Controle Positivo



42

viabilidade celular da cultura de enterobactéria ambiental em até 70,4%, e em 68,2%

contra a linhagem de referéncia (Figura 12).

Phycocalidia acanthophora
Y1 742%  908%  wm conoie
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S 0.5 2 §
] N £
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Figura 12: Leitura de absorbancia para distintas concentragbes de extratos
metandlicos de Ulva sp. (previamente U. fasciata) (Chlorophyta), P. acanthophora
(Rhodophyta) e S. cymosum (Phaophyceae), coletada na llha do Farol, litoral
paranaense. Os valores em destaque, referem-se a porcentagem de inibigéo
observada. (Quanto menor a absorbancia, maior a inibicdo bacteriana).

Todos os extratos algais apresentaram atividade antibacteriana na maior
concentracdo testada. Ulva sp. apresentou atividade antibacteriana em todas as
concentracbes testadas, e para ambas as culturas bacterianas utilizadas. P.
acanthophora causou reducao na viabilidade celular apenas na maior concentragao
(1,6 mg/mL) do extrato metandlico, mas apresentou as maiores taxas de inibigdo do

estudo, inibindo 90,8% do isolado de enterobacteria ambiental e 74,2% da cepa de
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referéncia. A taxa média de inibigdo na concentragédo 1,6mg/mL do extrato metandlico
de S. cymosum, foi de 80% para a cepa de E. coli de referéncia, e de 64,7% para o

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

Ja o extrato metandlico da macroalga G. brasiliensis apresentou baixa atividade
antimicrobiana comparado aos outros extratos. Comparando os dados de
absorbancias em relacdo ao controle positivo, na maior concentracdo testada
(1,6mg/mL), a espécie apresentou uma taxa média de 25% de controle inibitorio frente
a cepa de referéncia, e de apenas 10% contra o(s) isolado (s) de enterobactéria

ambiental.
Analise Estatistica

A analise de variancia (ANOVA) estdo expressos na Tabela 5, onde
demonstra-se que o nivel de significancia (alpha= 0,05) foi de p= >0,01, indicando,
portanto, a distingdo entre as amostras avaliadas.

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

Df Sum Sqg Mean Sqg F value Pr (>F)
conc$'Espécie Algal' 3 3.573 1.1911 155.16 <2e-16
conc$'Concentracdo (mg.mL)' 2 3.347 1.6737 218.02 <2e-16
concS$'Espécie Algal'

:conc$'Concentracdo (mg.mL)' 6 1.958 3.264 42.52 <2e-16
Residuals 58 445 77

conc$'Espécie Algal' * A K

conc$'Concentracdo (mg.mL)' Kk x

concS$'Espécie Algal':

conc$'Concentracdo (mg.mL)' *rx

Residuals

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

2 observations deleted due
to missingness
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A anadlise estatistica univariada permitiu a classificagdo por significancia
expressa no grafico (Figura 13). A margem de erro calculada através da relagao entre
desvios-padrao das médias, demonstra que as amostras apresentam comportamento
de inibicdo diferente. Ulva sp. se distingue das demais amostras uma vez que
apresenta baixos valores de absorbancia (maior atividade antibacteriana), assim como
G. brasilienses, que apresenta os maiores valores de absorbancia e, portanto, menor
atividade antibacteriana. Os extratos de P. acanthophora e S. cymosum apresentam
similaridade nos resultados das meédias de absorbancia, nesses extratos a atividade

antibacteriana ocorre apenas na maior concentragdo utilizada (1.6mg/mL).
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Figura 13: Analise univariada e classificagdo por significancia. 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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DISCUSSAO

As macroalgas marinhas alvo deste estudo s&o resistentes e bem adaptadas a
variagbes amplas ambientais, e a diversos estressores abidticos, resisténcia
associada ao metabolismo secundario, pela sintese de uma gama de compostos
bioquimicos defensivos; e por isso muitas espécies destes géneros, estdo sendo
sugeridas como promissoras fontes de compostos bioativos, incluso de agéo
antibacteriana (Choi, 2010; Bhuyar et al., 2020; Schania e Chasani, 2021). Um
possivel nicho de compostos bioativos de origem natural como de macroalgas, abre
novos panoramas para uso terapéutico de infeccbes e outras necessidades
farmacoldgicas, podendo simplificar processos, baratear o custo de medicamentos e

oferecer alternativas sustentaveis de baixo impacto residual.

Ulva, um género conspicuo, oportunista, de alto crescimento e cosmopolita,
apresentou as melhores atividades antibacterianas médias nas concentracdes
testadas, sendo, portanto, nosso melhor candidato para estudos futuros, mais
detalhados, de bioprospeccado e ou biorremediagdo. Dentre todos os extratos de
macroalgas testados aqui por microdiluicdo, somente os extratos metandlicos
causaram reducgao significativa nas absorbancias, ou seja, apresentaram potencial
inibitério contra a cepa bacteriana da linhagem de referéncia (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 absorbancias, e consequentemente
alta inibicdo, em todas as concentracdes 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 ja reportado por
Alves et al. (2016). A analise das variancias da amostra (Figura 13), demonstra que
os desvios e a homogeneidade dos resultados, fazem deste extrato o resultado mais
robusto com relagao a atividade antibacteriana. Sob a maior concentracido de extrato
testada (1.6 mg/mL), o extrato de P. acanthophora apresentou as menores
absorbancias registradas no estudo para o(s) isolado(s) de enterobactéria ambiental,
e para a cepa de E.colireferéncia (ATCC 25922), 0.1 (Dp 0,005) e 0.25 nm (Dp 0,014),

respectivamente. Similarmente, Sargassum, na maior concentracdo de extrato
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apresentou baixas absorbancias (entre 0.17 (Dp 0,03) e 0.25 nm (Dp 0,05)), ou seja,
maior potencial inibitério para ambas as bactérias. O desvio padrao para estes
extratos sdo maiores, indicando que a repeticado dos testes na mesma concentracao
poderia fornecer um resultado mais robusto. Assim como os extratos de Sargassum
cymosum, Gayralia brasiliensis apresentou maior atividade antibacteriana frente as
cepas de referéncia (ATCC 25922), diferente dos extratos de Phycocladia
acanthophora que apresentou maior inibigdo contra o (s) isolado (s) ambiental
cultivado. O extrato de Ulva sp. apresentou maior constancia, mantendo médias
similares para ambas as bactérias testadas: 0,365 nm para cepas ambientais e 0,372

(Dp 0,04) para cepas de referéncia (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). E comumente associada a interacdes com compostos nitrogenados, o que
sugere uma relagdo com microrganismos. Alves et al. (2016) testou cinco macroalgas
marinhas dos trés grupos do litoral de pernambuco, os extratos metandlicos de Ulva
lactuca e Caulerpa racemosa apresentaram-se como 0s mais ativos contra todas as
bactérias testadas (Gram-positivas e Gram-negativas), incluso E. coli. Tremblay
(2017) criou ambientes controlados em laboratorio, simulando as condigbes de
regides estuarinas no Canada, e analisou a capacidade de biorremediacéo de Ulva
lactuca para remover nutrientes dissolvidos assim como acompanhou o crescimento
da alga em um ambiente considerado eutrofizado. A macroalga ndo apresentou
dificuldades de desenvolvimento e ainda absorveu maior quantidade de nitrato, sendo
apontada como promissora para a Biorremediagdo. Da mesma forma Elizondo-
Gonzalez (2018) em Baja Califérnia, fez experimentos com farinhas de Ulva lactuca
em cultivos de camardo, apresentando eficiéncia na remocdo de compostos de
nitrogénio e fésforo, além de melhorar o crescimento dos individuos cultivados,

apresentou aumento de propriedades nutracéuticas, como carotendides.

Algas do género Sargassum parecem ser amplamente estudadas quanto aos
seus metabdlitos secundarios, talvez por sua distribuicdo abundante em diversas
condi¢cdes ambientais. Assim como nossa pesquisa, outros estudos atribuem a esse
género, bioatividade frente a bactérias. Elizondo-Gonzalez (2018) cita estudos com
Sargassum sp. com resultados positivos para implantagéo de aquacultura multitréfica

integrada em cultivos de camarao. Scania e Chasani (2021) reportaram que extratos
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de Sargassum polycystum foi o extrato mais eficiente na inibicdo de crescimento de
E. coli. Na india, Sutharshan (2021) testou diferentes concentragbes de extratos
etandlicos e metandlicos de Sargassum sp. e obteve resultados positivos para agéao
antibacteriana contra Escherichia coli resistente a medicamentos, E. coli
uropatogénica e E. coli produtora de verotoxina. Shanmughapriya em 2008 reportou
que a familia Sargassaceae apresentava atividade microbiana prevalente em relagéo
as outras familias de macroalgas. O extrato de Sargassum dentifolium com o solvente
diclorometano, testado por Shanab (2007) pelo método de disco-difusdo, apresentou
halos de 11mm para E. coli. N&do foi possivel observar atividade antibacteriana em
todas as réplicas do antibiograma por disco difusdo, mas os extratos aquosos e
metandlico apresentaram halos de inibicdo em pelo menos uma das placas do
antibiograma. Adicionalmente a acado inibitéria sobre o crescimento bacteriano
reportada, o acido alginico, polissacarideo 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 agao antiinflamatdria e antioxidante. Sobre
as concentragdes testadas, obtivemos resultados positivos para agéo antibacteriana
em concentragdes 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 concentragdo 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 distribuicdo, poucos estudos reportam atividades
antibacterianas de Rhodophytas, n&do sendo encontrados dados que corroborem o
excelente resultado obtido na maior concentragao de P. acanthophora, que diferente
de S. cymosum e Ulva sp. apresentou taxas de inibicdo maiores para a bactéria

ambiental cultivada.

Considerando Gayralia brasiliensis este resultado surpreende, pois é
amplamente reportado em literatura que a espécie detém varios estudos promissores
de bioatividade. Analises bioquimicas preliminares suportam os usos nutracéuticos e
cosméticos de G. brasiliensis (Pellizzari & Reis 2011), bem como bioatividade contra
o virus herpes simplex (Cassolato et al. 2008), caracteristicas reoldogicas (Nasatto
2013) e propriedades antioxidantes (Bernardi et al. 2016). Além disso, polissacarideos
obtidos de G. brasiliensis (metilcelulose e heterorhamnana sulfatada) s&o sugeridos

para diversas aplicacdes industriais resultando em patente depositada por Nasatto et
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al. (2013) e Nasatto (2016). Recentemente, foi obtida a patente de invengao referente
a propriedade de modular a neovascularizagdo baseada em polissacarideos
sulfatados de G. brasiliensis (Duarte-Noseda et al. 2021). Todas essas aplicagdes e
os diversos usos dessa espécie favorecem cultivos em maior escala (Pellizzari et al.
2007 e 2008).

Sendo assim, futuramente sugere-se realizar novas extragdes utilizando maior
biomassa de G. brasiliensis a fim de obter distintas concentragcbes, dentre as ja
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 biorremediacédo. Ja G. brasiliensis, cuja biomassa é sazonal, ndo tdo abundante e
onde sua biomassa dependeria de cultivos extensivos, o uso dos seus extratos
naturais poderia ser focado em biotividades e processos biotecnoldgicos mais nobres,
como os ja mencionados. Considerando a presente contribuigdo, sugere-se também
que principios ativos de Ulva e Phycocalidia poderiam ser aplicados igualmente a
biorremediacdo ambiental (Tremblay-Gratton et al. 2017, Saad et al. 2021), assim
como em empreendimentos baseados em aquacultura multitrofica integrada (Brown
et al. 2011, Elionzo-Gonzalez et al. 2018).

Os compostos bioativos presentes nas diferentes espécies macroalgais,
distribuidas dentre os trés grandes grupos, conferem a estes organismos uma grande
diversidade bioquimica e metabdlica, o que possibilita diferentes atividades bioldgicas,
e ainda dependente de distintas extragbes de acordo com sua polaridade (Mattos,
2013). Este estudo indica que o rendimento dos extratos ndo esta diretamente ligado
ao potencial antibacteriano, porém os metabdlitos extraidos podem funcionar como
diferentes principios ativos. Lu et al. (2018) testou atividade antibacteriana de extratos
etandlicos das algas: Laminaria japonica, Sargassum horneri, Gracilaria sp. e
Porphyra dentata contra culturas de E.coli resistente, e nao obteve resultados
satisfatérios, porém, os mesmos extratos potencializaram a atividade de eritromicina
contra as mesmas cepas, demonstrando que os bioativos extraidos podem apresentar
diferentes mecanismos de amplificagao, interagdo e ou potencializagdo de outros

farmacos.
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Perez et al. (2016) em uma compilagdo sugerem que as substancias isoladas
de algas verdes, marrons e vermelhas que apresentam potente atividade
antimicrobiana pertencem as classes quimicas dos polissacarideos, acidos graxos,
florotaninos, pigmentos, lectinas, alcaloides, terpenoides e compostos halogenados.
Em um estudo mais especifico, Amorin et al. (2012) estudaram os efeitos
antimicrobianos de polissacarideo sulfatado bruto extraidos da rodofita Gracilaria
ornata no Ceara, NE do Brasil, frente ao crescimento de varias 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 basicos: a espécie algal e o sucesso no
meétodo de extragao.

A depender dos compostos bioativos disponiveis nas espécies e de selecionar
o extrator e a concentragao ideal em busca de resultados satisfatérios. Corroborando
essa hipotese, Shanmughapriya (2008) testou extratos metandlicos e obteve
resultados positivos para atividade antimicrobiana, diferente do observado nos
extratos etandlicos do mesmo estudo, sugerindo que o método de extragao tem efeito
definitivo no isolamento de bioativos. A extragéo realizada por Sutharshan (2021),
metandlica, exibiu maior atividade antibacteriana contra as bactérias patogénicas
humanas testadas. Em contraposi¢ao, Shimaa (2015) testou extratos metandlicos de
Sargassum vulgare coletadas no Mar Vermelho (Egito) e ndo obteve resultados
positivos frente a diversas bactérias multirresistentes, incluso E. coli, diferente dos
resultados para extratos etandlicos da mesma espécie e outros extratos metandlicos
das demais espécies algais apresentadas no estudo. Ainda em Lima-filho (2002) que
analisou extratos de hexano, cloroférmio e etanol de seis macroalgas marinhas dos
grupos vermelhas e verdes na costa norte do Ceara (Brasil) contra cepas patogénicas
Gram-negativas, dentre elas E. coli. Nenhum dos extratos testados apresentou
atividade antibacteriana para E. coli, os autores evidenciam a importancia do método
e substancia de extragdo, principalmente quando extratos lipossoluveis tém
apresentado propriedades farmacoldgicas. Da mesma forma, Shanmughapriya (2008)
sugere que solventes organicos tém maior eficiéncia do que métodos a base de agua
em atividade antimicrobiana de macroalgas, o que pode explicar porque os extratos
aquosos nao apresentaram atividade bacteriana. Coronel ef al. (2020) sugeriu que as
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atividades antimicrobianas de algas s&o atribuidas aos compostos fendlicos e a
algumas proteinas. Uma vez que o método de extragao por metanol pode precipitar e
degradar proteinas, indica que os compostos bioativos responsaveis pela atividade
antibacteriana, sdo os fendlicos. Solventes aquosos costumam extrair proteinas e
carboidratos. Possivelmente a presenca da classe dos compostos fendlicos nos
extratos metandlicos 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 fendlicos nos extratos promissores, uma vez que a polaridade
do metanol possibilita extragdo de compostos fendlicos (Barbi, 2016). Nagayama et
al. (2002) extrairam florotaninos de feoficeas, e obtiveram sucesso na acéao
bactericida in vitro contra bactérias resistentes. Dentre os distintos solventes utilizados
em estudos desta natureza, o metanol 80% ¢é a solugdo mais indicada para a extracao
de compostos fendlicos, compostos reportados em literatura como um dos principais
compostos bioativos responsaveis pela inibicdo do crescimento bacteriano (Vieira et
al., 2010). Metabdlitos secundarios da classe dos terpendides, florotaninas e fenol séo
compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana de algas marinhas na
presenga de microrganismos patogénicos.

Nos antibiogramas por disco difusdo, ndo foi possivel observar atividade
inibitéria para todos os extratos algais que apresentaram resultado positivo para
atividade antibidtica nos testes in vitro. Os extratos metandlicos de Phycocladia
acanthophora, Ulva sp. e Sargassum cymosum apresentaram halo de inibicdo em
pelo menos uma das ftriplicatas testadas contra a bactéria ambiental cultivada.
Divergindo dos demais extratos aquosos que nao formaram halos de inibigdo, o
extrato macroalgal de Sargassum cymosum exibiu atividade inibitéria, porém em
apenas uma das triplicatas. Esse resultado pode ser atribuido as concentragcdes em
que foram produzidos e sugere mais testes com diferentes discos, umas vez que n&o
se conhece a polaridade e perfil quimico dos extratos produzidos, consequentemente
podendo interferir na propagacgao pelo meio. Bhuyar (2020) e Coronel (2020) apontam
efeito antimicrobiano com concentragdes muito superiores as usadas no presente
estudo (a partir de 50mg/mL e 19mg/mL respectivamente). Bhuyar descreveu que a
concentragdo minima para bactérias Gram-negativas foi 25ug/mL, e que para inibir E.
coli em disco difusdo, o halo de inibicdo variou conforme a concentragdao, 3mm na
concentracdo 50mg/mL até 10mm na concentracdo 100mg/mL. Sutharshan (2021)
listou resultados a partir da concentragdo de 50 yg/mL de extratos metandlicos de
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Sargassum sp. frente a cepas de E. coli resistentes. Fayzi et al. 2020, investigou a
atividade anbacteriana de extratos metandlicos de quatro macroalgas abundantes na
costa norte do Marrocos, Bifurcaria bifurcata, Corallina elongata, Corallina officinalis e
Ulva fasciata contra quatro bactérias patogénicas 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
nao apresentaram atividade antibacteriana em disco difusdo. Quando testados in vitro,
0s mesmos extratos apresentaram atividades nas maiores concentragdes testadas
(0,11 mg/mL a 7,5 mg/mL), da mesma forma que foi observado em nossos resultados.
A concentragdo minima inibitéria 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 necessaria uma maior concentracdo de extratos para exercer agéo
antimicrobiana, comparado com as concentragdes de estudos semelhantes
realizados, fica implicita a necessidade de extratos mais concentrados.

A descoberta de antibioticos nas décadas de 30-40 possibilitou um declinio
consideravel das taxas de mortalidade relacionadas a infecgbes bacterianas (Butler &
Buss 2005), porém, o uso exacerbado e indiscriminado destes compostos, aumentou
o surgimento de novas infecgbes (Coronel et al., 2020), e de microrganismos
resistentes aos antimicrobianos disponiveis comercializados, que sdo 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 infecgdes. Rima et al. 2022 reporta que biofilmes bacterianos
participam de 65% das doengas microbianas e 80% das infec¢bes crbnicas e busca
alternativas para efetivamente prevenir ou tratar infecgdes associadas ao biofilme.
Flemming (2008) atenta para a contaminag&o microbiana que afeta a seguranga do
abastecimento de frutos do mar, bem como o uso comercial e recreativo das aguas
marinhas costeiras. Pommepuy et al. (2005) demonstra que a contaminagdo das
areas costeiras pode ser por escoamento de agua, rio ou emissario de esgoto e que
a oferta de nutrientes, luz e temperatura facultam a permanéncia de enterobactérias
como E.coli. A contaminagao 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 permanéncia dos resultados
positivos para E. coli durante os meses observados na praia do Canto das Pedras,
pode demonstrar a frequéncia de efluentes sendo despejados no Rio, que afetara
diversos balnearios ao longo do municipio de Pontal do Parana. Ainda que a cepa
Gram-negativa cultivada do meio ambiente estuarino tenha apresentado resisténcia
pelo menos um antimicrobiano no teste de suscetibilidade, Youn et al. (2011) atribui
resisténcia aos microrganismos que apresentem crescimento mediante trés ou mais
antimicrobianos de diferentes classes. Considerando as discussbes acerca da
coexisténcia de microrganismos e antibacterianos no ambiente, a permanéncia de
niveis consideraveis 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 sustentaveis e com qualidade e
seguranga para os consumidores. Ndo obstante, com o desenvolvimento das regides
costeiras, a qualidade da agua passa a ser uma preocupagao de nivel publico. Devido
a natureza sintética de farmacos e inibidores do crescimento de patégenos, tendo em
vista a ameaca constante da resisténcia bacteriana, procura-se solucdes de baixa
toxicidade, biodegradaveis, ecoldgicas (Fayzi et al. 2020) e de custo favoravel para
biorremediacdo ou como alternativa para principios ativos no tratamento de doencgas
bacterianas. As algas possuem um ciclo de geragdo considerado curto, e portanto
facilmente cultivadas, além de apresentarem grande diversidade, disponibilidade e
produtividade, o que possibilita seu uso como fonte de metabdlitos (Lu et al., 2018).
Uma vantagem no uso de macroalgas em ambientes de cultivo, € a implantagao da
aquicultura multitréfica integrada (introdugdo de organismos que alterem os niveis
troficos, ao passo que degradam compostos resultantes de eutrofizagdo), onde a alga
serve como alimento e ainda participa dos processos de ciclagem e renovagao da
qualidade da agua. Os resultados deste estudo levantam informagdes relevantes para
possiveis experimentos envolvendo as quatro espécies de macroalgas investigadas
em processos de biorremediacdo de ambientes contaminados por E. coli. Novas
pesquisas devem focar na analise da composicao quimica dos extratos e isolamento
dos componentes ativos como moléculas puras, e por fim, usar estes bioativos
isoladamente ou em combinacdo com outros antimicrobianos para, além das funcdes

biomédicas, melhorar a qualidade de areas agricolas cultivaveis, ou de pequenos
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corpos d’agua costeiras contaminadas, como forma de biorremediag&o. Este estudo

fornece uma linha de base para esta nova abordagem.
CONCLUSOES

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

deve continuar até a identificacdo a nivel de espécie;

e Os solventes utilizados para extragdo podem influenciar na atividade
antibacteriana devido aos diferentes bioativos extraidos de acordo com sua
polaridade, desta forma os extratos metandlicos foram os mais promissores

para a abordagem utilizada;

e Analisar o perfil de suscetibilidade e resisténcia a antibacterianos de
Enterobacteriaceae cultivada do ambiente por meio de antibiograma por disco

difusao;

e Este estudo corrobora evidéncias de que as macroalgas marinhas possuem
compostos de agao antimicrobiana eficazes, promissores na busca por novos
principios bioativos, incluso antibacterianos, além de excelentes bioindicadores

de qualidade ambiental,;

e Os resultados gerados poderdo ser base para novas linhas de pesquisa
potenciais: uso de extratos antibacterianos algais com potencial de
biorremediacdo em fazendas de aquicultura; biorremediacdo em agricultura

vegetal; e biorremediagao de pequenos corpos d’agua 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)
Santiafiez 2020 (Rhodophyta); 4. Ulva sp. previamente (Ulva fasciata Delile) Linnaeus
1753 (Chlorophyta).

Espécies Algais

Sargassum cymosum Gayralia brasiliensis Phycoladia acanthophora Ulva sp.
C.Agart Pellizzari, M.C Oliveira & N.5. (E.C oliveira & Coll) Previamente Ulva fasciata
Yokoya 2013 Santiafiez 202 Delile

Linnaeus1753.
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1B) Imagens das clordfitas utilizadas no estudo, sendo: A, B - Ulva sp. habito geral no
habitat natural e exemplar herborizado em exsicata; C, D - Gayralia brasiliensis habito

geral. Escala = 1cm.
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1C) E, F - Sargassum cymosum (habito geral e detalhe do espécime no costao); G,H
- Phycocalidia (Pyropia) acantophora, espécimes na zona entre marés do costdo

rochoso, seu habitat natural. Escala = 1cm.

) Pé“if;?a'r 24
‘@phycoalartropic




69

Anexo 2.
Tabela fornecida pelo fabricante Indexx para leitura e interpretagdo de resultados do

método Quanti-Tray para andlise de agua, usando Colilert®-18

# Large IDEXX Quanti-Tray®/2000 MPN Table (per 100m)
Wells # Small Wells Positive
Positive 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
<1 10 20 30 40 5.0 6.0 70 80 90 100 1.0 120 130 149 151 161 171 18.1 19.1 202 22 222 283 243
1 10 20 30 40 50 6.0 71 8.1 9.1 101 1" 121 132 142 152 162 173 183 193 204 214 224 235 245 256
2 20 30 41 5.1 6.1 71 8.1 92 102 12 122 133 143 154 164 174 185 195 206 216 227 237 248 258 269
3 31 41 5.1 6.1 72 82 92 103 13 124 134 145 155 165 176 186 197 208 218 229 239 250 261 271 282
4 41 52 62 72 83 93 104 14 125 135 146 156 16.7 178 188 199 210 220 231 242 253 263 274 285 206
5 52 6.3 73 84 94 105 15 126 137 147 158 16.9 179 190 201 212 222 233 244 255 266 2717 288 299 31.0
6 63 74 84 95 106 16 127 138 149 16.0 170 181 192 203 214 25 236 247 258 269 280 291 302 313 324
7 75 85 96 107 18 128 139 150 161 172 183 194 205 216 227 238 249 260 271 283 294 305 316 328 309
8 86 97 108 19 130 141 152 163 174 185 196 207 218 29 241 252 263 274 286 297 308 320 331 343 354
9 98 109 120 131 142 153 164 176 187 198 209 220 232 243 254 %6 277 289 300 N2 323 335 346 358 370
10 1.0 121 132 144 155 166 17.7 189 200 211 223 234 246 257 269 280 292 303 315 327 338 35.0 362 374 386
1" 122 134 145 156 168 179 191 202 214 25 237 248 260 272 283 25 307 319 330 42 354 366 378 390 402
12 135 146 158 169 181 193 204 216 228 239 251 263 275 286 298 310 322 334 346 358 370 382 395 407 419
13 148 16.0 171 183 195 206 218 230 242 254 266 278 20 302 314 326 338 350 362 3rs 387 399 412 424 436
14 16.1 173 185 197 209 221 233 245 257 269 281 293 305 n7 330 342 354 36.7 379 391 404 416 429 442 454
15 175 18.7 199 211 223 235 247 259 272 284 296 309 321 333 346 358 371 384 396 409 422 434 447 46.0 473
16 189 201 213 26 238 250 262 FE) 287 300 N2 325 337 350 36.3 3375 388 401 414 427 440 453 466 479 492
7 203 216 228 241 253 266 278 291 303 316 329 341 354 367 380 393 406 419 432 445 459 472 485 498 512
18 28 231 243 256 269 281 294 307 320 333 346 359 372 385 398 411 424 438 451 465 478 492 505 519 532
19 233 246 259 272 285 298 311 324 337 350 363 376 390 403 416 430 443 457 471 484 498 512 526 540 554
20 249 262 2715 288 301 315 328 341 354 368 381 395 408 422 436 449 463 477 491 505 519 533 547 56.1 576
2 265 279 292 305 318 332 345 359 373 386 400 414 428 441 455 469 484 498 512 526 541 555 569 584 599
2 282 295 309 323 336 350 364 377 391 405 419 433 448 462 476 490 505 519 534 548 56.3 57.8 59.3 60.8 623
23 29 N3 27 341 %5 368 383 397 411 425 439 454 468 483 497 512 527 542 556 571 586 60.2 617 632 64.7
24 n7 331 345 359 373 388 402 a7 431 446 460 475 490 505 520 535 550 56.5 580 595 61.1 626 642 658 67.3
25 336 35.0 364 379 393 408 422 437 452 46.7 482 49.7 512 52.7 543 558 573 589 605 620 636 65.2 66.8 684 70.0
26 355 369 384 399 414 428 443 459 474 489 504 520 535 551 567 582 598 614 630 647 663 679 696 712 729
7 374 389 404 420 435 450 465 481 496 512 528 544 560 576 592 608 624 641 657 674 691 708 725 742 759
k] 395 410 426 441 457 473 488 504 520 536 552 569 585 602 618 635 652 669 686 703 720 737 755 773 790
29 M7 432 448 464 480 496 512 528 545 56.1 578 59.5 612 629 646 663 68.0 69.8 ns 733 751 769 787 805 824
30 439 455 471 487 504 520 537 554 571 588 605 622 64.0 65.7 675 693 710 729 747 765 78.3 80.2 821 84.0 85.9
n 462 479 495 512 529 546 56.3 58.1 598 616 633 65.1 66.9 68.7 705 724 742 76.1 780 799 818 87 85.7 876 896
2 487 504 521 538 556 573 59.1 609 627 645 663 682 700 ne 738 7 776 795 815 835 854 875 895 s 936
33 512 53.0 548 565 583 602 620 638 657 676 695 74 733 752 772 792 812 832 852 873 89.3 914 936 9.7 978
£ 539 557 576 504 613 631 650 670 689 708 728 748 768 788 808 829 850 871 892 914 935 957 979 1002 1024
35 56.8 58.6 60.5 624 644 663 683 703 723 743 763 784 80.5 826 847 869 891 913 935 957 980 1003 1026 1050 107.3
36 598 61.7 637 65.7 67.7 69.7 nr 738 759 780 801 823 845 86.7 889 912 935 958 981 1005 1029 1053 107.7 1102 1127
7 629 65.0 67.0 69.1 n2 733 754 776 798 820 842 86.5 888 .1 934 958 982 1006 1031 1056 1081 1107 1133 1159 1186
38 66.3 684 706 727 749 Al 794 816 839 862 886 91.0 934 958 983 1008 1034 1059 1086 1112 1139 1166 1194 1222 1250
39 70 722 744 767 789 813 836 860 884 909 934 959 984 1010 1036 1063 1090 1118 1146 1174 1203 1232 1261 1292 1322
40 738 762 785 80.9 833 857 882 908 933 959 985 101.2 1039 1067 1095 1124 1153 1182 1212 1243 1274 1305 1337 1370 1403
4“ 780 80.5 830 855 88.0 90.6 933 9.9 987 1014 1043 1071 1100 1130 1160 1191 1222 1254 1287 1320 1354 1388 1423 1459 1495
£ 826 852 878 905 932 960 988 1017 1046 1076 1106 1137 1169 1201 1234 1267 1301 1336 1372 1408 1445 1483 1522 1561 1602
43 876 904 932 96.0 990 1019 1050 108.1 1112 1145 1178 1211 1246 1281 1317 1354 1391 1430 1470 1510 1552 1504 1638 1682 1728
a“ 831 96.1 9.1 1022 1054 1086 1119 1153 1187 1223 1259 1296 1334 1374 1414 1455 1497 1541 1585 1631 1679 1727 1777 1829 1882
45 993 1025 1058 1092 1126 1162 1198 1236 1274 1314 1354 1396 1439 1483 1529 1576 1624 1674 1726 1780 1835 1892 1951 2012 2075
46 1063 1098 1134 1172 1210 1250 1291 1333 1376 1421 1467 1515 1565 1616 1670 1725 1782 1842 1904 1968 2035 2105 2178 2254 2333
a 1143 1183 1224 1266 1309 1354 1401 1450 1500 1553 160.7 1664 1723 1785 1850 1918 1989 2064 2142 2224 2310 2400 2495 2595 2700
48 1239 1284 1331 1379 1430 1483 1539 1507 1658 1722 1789 1860 1935 2014 2098 2187 2282 2382 2489 2603 2723 2851 2987 3130 3282
49 1355 1408 1464 1523 1585 1650 1720 179.3 187.2 1956 2046 2143 2247 2359 2481 2613 2755 2009 3076 3255 3448 3654 3873 4106 4352
09-63235-01
# Large IDEXX Quanti-Tray®/2000 MPN Table (per 100m)
Wells # Small Wells Positive
Positive 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 42 43 44 45 46 4T 48
] 274 284 295 305 315 326 336 347 357 368 378 389 40.0 410 431 442 453 463 474 485 495
1 287 298 308 319 329 340 350 36.1 372 382 393 404 414 425 447 457 479 49.0 50.1 512
2 300 311 322 332 343 354 365 375 386 397 408 a9 430 440 462 473 495 506 517 528
3 314 325 336 347 358 368 379 390 401 412 423 434 445 456 478 489 512 523 534 545
4 328 339 350 361 372 383 394 405 416 428 439 450 46.1 472 495 506 529 54.0 55.1 56.3
5 343 354 365 376 387 399 410 444 455 466  47.7 489 512 623 546 558 569  58.1
O 358 369 380 392 403 414 426 460 471 483 494 506 529 541 564 576 587 509
7 373 384 396 407 419 430 442 417 488 50.0 51.2 523 547 569 58.3 594 606 618
8 389 400 412 423 435 447 459 506 518 565 577 602 614 626 638
9 405 416 428 440 452 464 476 524 536 584 597 62.1 634 646 658
10 421 433 445 457 46.9 48.1 493 54.2 565 60.4 61.7 64.2 654 66.7 679
1 438 45.0 463 475 48.7 499 512 56.1 574 624 637 66.3 675 688 701
12 456 46.8 48.1 493 50.6 518 53.1 58.1 594 645 658 68.4 69.7 7o 724
13 474 486 499 512 525 537 55.0 60.2 615 66.7 68.0 70.7 720 733 747
15 512 525 538 55.1 56.4 578 59.1 645 658 713 726 754 768 782 796
16 532 545 668 572 585 599 612 667  68.1 737 751 779 793 808 822
17 552 566 580 593 607 621 635 6.1 705 762 776 805 820 835 849
18 574 58.8 60.2 616 63.0 644 658 ns 730 788 80.3 833 848 86.3 878
19 506 610 624 639 653 668 682 741 755 815 831 8.1 876 892 907
20 619 633 648 663 67.7 69.2 70.7 76.7 782 844 859 89.1 90.7 922 938
2 643 65.8 673 688 703 ns 733 795 81.1 874 89.0 92.2 938 954 97.1
22 668 68.3 698 714 729 745 761 824 84.0 905 921 965 97.1 988 1005
23 694 71.0 725 741 5.7 73 789 854 87.1 938 955 989 1006 1024 104.1
24 721 737 763 770 786 803 819 886 9203 97.2 99.0 1025 1043 1061 1078
25 750 766 783 800 817 833 851 920 937 1009 1027 1063 1082 1100 1119
26 78.0 797 814 831 848 866 884 955 973 1047 1066 1104 1123 1142 1162
2 811 829 846 864 882 900 919 93 1012 1088 1108 1147 1167 1187 1207
2 844 863 881 899 918 937 956 1033 1052 132 1152 1193 1214 1235 1256
29 879 89.8 9.7 93.7 95.6 975 995 1075 1095 178 1200 1242 1264 1286 1308
30 917 936 956 976 996 1016 1037 1120 1142 1228 1251 1273 1295 1318 1341 1364
3 956 97.7 997 1018 1039 1060 1082 1169 1191 1282 1305 1329 1353 1377 1401 1425
32 999 1020 1042 1063 1085 1107 1130 1221 1245 1340 1365 1390 1415 1440 1466 1491
33 1044 1066 1089 1112 11356 1158 1182 1278 1303 1404 1430 1456 1483 1509 1537 1564
34 1093 1117 1140 1164 1189 1213 1238 1340 1366 1474 1501 1529 1557 1586 1615 1644
35 1146 1171 1196 1222 1247 1273 1299 1408 1436 1550 1580 1610 1640 1671 1702 1733
36 1204 1230 1257 1284 1311 1339 1367 1483 1513 1636 1668 1700 1733 1766 1799 1833
37 1268 1206 1324 1353 1382 1412 1442 1567 159.9 1732 1767 1802 1837 1873 1910 1947
38 1338 1368 1399 1430 1462 1494 1526 166.1  169.6 1842 1880 1918 1957 199.7 2037 207.7
39 1417 1450 1483 1517 1551 1586 1621 1769 1807 1968 2010 2053 2096 2140 2185 2230
40 1506 1542 157.8 1615 1653 169.1 173.0 1894 1937 2117 2164 2211 2260 2310 2360 2411
“ 1609 1648 1689 1730 1772 1815 1858 2042 209.1 2294 2348 2402 2458 2515 2572 2631
42 1729 1773 1819 1865 1913 1961 2011 2222 2217 2513 2575 2638 2703 2769 2836 2905
43 1873 1924 1976 2029 2084 2140 2198 2445 2510 2717 2789 2863 2938 3015 3094 3174 3257
44 2051 2110 2172 2235 2300 2367 2436 2733 2812 3063 3151 3241 3333 3428 3524 3623 3724
45 2279 2352 2427 2504 2584 2667 2753 3123 3223 3538 3649 3762 3879 3998 4120 4245 4374
46 2589 2682 2778 2878 2981 3088 3199 3681 3811 4225 4371 4520 4674 4833 4996 5163 5335
47 3044 3169 3300 3436 3578 3725 3877 4541 4721 5298 5504 5717 5938 6167 6405 6653 691.0
48 3784 3968 4160 4360 4569 4786 5012 6015 6294 7215 7566 7915 8297 8704 9139 9606 1011.2
49 5172 5475 5794 6131 6488 6867 727.0 9208 980.4 1203.3 1299.7 14136 1553.1 17329 1986.3 2419.6 >24196
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