UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DO MAR
PROGRAMA DE POS - GRADUACAO EM CIENCIAS MARINHAS TROPICAIS

GISELLE CRISTINASILVA

BIOATIVIDADE DE EXTRATOS ALGAIS FRENTE ABACTERIAS COM FATORES
DE VIRULENCIA, RESISTENTES AANTIMICROBIANOS

FORTALEZA
2012



GISELLE CRISTINASILVA

BIOATIVIDADE DE EXTRATOS ALGAIS FRENTE A BACTERIAS COM FATORES
DE VIRULENCIA, RESISTENTES AANTIMICROBIANOS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Marinhas Tropicais da Universidade Federal
do Ceard como requisito parcial para obtencdo
do titulo de Mestre em Ciéncias Marinhas
Tropicais. Area de concentracdo: Utilizagdo e

manejo de ecossistemas marinhos e estuarinos

Orientadora: Profa. Dra. Regine Helena Silva

dos Fernandes Vieira.

FORTALEZA
2012



GISELLE CRISTINASILVA

BIOATIVIDADE DE EXTRATOS ALGAIS FRENTE A BACTERIAS COM FATORES
DE VIRULENCIA, RESISTENTES AANTIMICROBIANOS

Dissertacdo de Mestrado Apresentada ao
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Marinhas Tropicais, da Universidade Federal
do Ceara, como requisito parcial para a
obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias
Marinhas Tropicais. Area de concentragio:
Utilizacdo e manejo de ecossistemas marinhos

e estuarinos

Aprovada em / /

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Regine Helena Silva dos Fernandes Vieira (Orientadora)

Universidade Federal do Ceara

Profa. Dra. Oscarina Viana Sousa

Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Jair Mafezoli
Universidade Federal do Ceara



Ao0s meus pais, Maria Socorro e José Edson,
por sempre acreditarem e incentivarem a
minha vida académica, e por tudo que

representam na minha vida.

Ao Prof. Gustavo (in memoriam), certamente o

maior mestre que tive.



AGRADECIMENTOS

Este trabalho foi fruto da contribuicdo de pessoas especiais que acreditaram na realizacao
deste projeto.

A Deus pela saude que me concedeste, persisténcia, forca e determinacdo ao longo desta
caminhada.

Aos meus pais, José Edson e Maria Socorro, por estarem sempre de prontiddo nos bons e nos
momentos dificeis da minha vida, transmitindo-me através de pequenos gestos, seguranca,
apoio e amor.

A minha orientadora, Profa. Dra. Regine Helena Silva dos Fernandes Vieira, que com tanta
presteza deu-me a oportunidade de realizar este trabalho, também pela paciéncia e
ensinamentos direcionados nessa jornada.

Ao Prof. Dr. Gustavo Vieira (in memoriam) que sempre me estimulou a dar este grande passo,
por sua grande contribuicado, indescritivel, na realizacao deste trabalho.

A Profa. Dra.Oscarina Viana pelos ensinamentos, esclarecimento de dividas, por ajudar-me
na realizacdo dos experimentos (coleta) e apoio ao longo deste periodo.

Aos meus irmdos, Michelle Cristina e Edson Neto, pelo incentivo, apoio, compreensao e
amizade, e por sempre torcerem e acreditarem nesta conquista.

Ao meu namorado, Fernando, pelo amor, companheirismo, pela paciéncia diaria ao longo
desta trajetdria. Amo voceé!

Ao professor Jair Mafezoli por ter aceitado participar da minha banca e pela ajuda nos
experimentos.

Ao professor Geraldo pela ajuda nos experimentos.

A toda minha familia, em especial a tia Mariinha e vo Fil6 pela forga e amor incondicional.
Aos cunhados, Nilson e Duda, pela forga, carinho e amizade.

Ao grande amigo Jackson, pela amizade verdadeira, pela confianga e por tantos momentos de
aflicdo e descontragdo que compartilhamos.

A querida amiga Elisandra pela sincera amizade e incentivo.

A companheira de laboratorio Renata, pelos ensinamentos e ajuda de sempre.

A Edirsana, pela confecgdo dos fluxogramas, apoio e amizade.

Ao Pedro, do laboratoério de Macroalgas, pela prontiddo na identificacdo dos espécimes algais.
Ao Daniel pela ajuda na obtencéo das algas, a quem algumas vezes recorri e tdo logo fui

atendida.



A Cristiane pelo apoio e amizade, e seu esposo André pela ajuda na coleta.
Aos amigos do laboratdrio de Microbiologia, Gleire, Camila-CE, Camila-Pl, Raiza, Ludmila e
Rafael pelos momentos de conversas e descontracao.

A CAPES, pelo apoio financeiro com a manutencio da bolsa de mestrado.



RESUMO

Bactérias do género Vibrio acometem a salde de organismos aquaticos causando Sérios
prejuizos econdmicos a aquicultores e problemas na satde dos consumidores. Determinadas
espécies sdo consideradas potencialmente patogénicas por possuirem fatores de viruléncia.
Em virtude dos problemas causados por vibrioses, o uso de antimicrobianos em cultivo
aquatico tornou-se constante, e determinante na selecdo de cepas resistentes. Com o
aparecimento cada vez maior de bactérias resistentes a antimicrobianos, surgiu o interesse
pela busca de produtos naturais com potencial bioativo. As algas tornaram-se alvo de
pesquisas por serem responsaveis por um amplo espectro de atividades biologicas,
antioxidantes, antifangicos, aglutinantes, além de antibacterianos. Deste modo, este trabalho
objetivou investigar a atividade antibacteriana de extratos hexanicos, metanolicos, acetdnicos
e etandlicos de macroalgas das classes Chlorophyta, Phaeophyta e Rhodophyta frente a
vibrios com fatores de viruléncia, resistentes a antimicrobianos. Esses vibrios foram isolados
de ostras selvagens comercializadas em uma feira de pescado, e de hemolinfa de camaréo,
além de cepas padrdes ATCC e IOC e foram testados através de antibiograma pelo método de
difusdo em disco. Concluiu-se que: o alcool etilico foi o solvente mais eficaz na extracdo do
composto ativo capaz de inibir o crescimento bacteriano; a Padina gymnospora foi a
macroalga que apresentou a maior capacidade inibitoria das espécies de Vibrio (57%) e as
maiores zonas de inibicdo, seguida pela Ulva fasciata (40%) e por ultimo a Hypnea
musciformes (30%); O menor valor de CIM encontrado foi com o extrato etandlico da Padina
gymnospora com 512 ug/ mL contra V. alginolyticus.Os resultados apresentados neste
trabalho sugerem que os extratos de macroalgas marinhas poderiam servir como uma fonte

potencial de produtos naturais biologicamente ativos para aplicagao na industria.

Palavras-chave: Vibrio, macroalgas, atividade antibacteriana



ABSTRACT

Infection of aquatic organisms by Vibrios can lead to serious economic losses for farmers and
expose consumers to serious health risks. Some Vibrio species carry factors of virulence
making them potentially pathogenic to humans. The consequent widepread use of antibiotics
by farmers has led to the selection of resistant strains in the environment. Due to the
increasing incidence of bacteria resistant to antibiotics, much effort is currently invested in
identifying natural products with bioactive potential. Macroalgae have been studied for their
ample spectrum of biological, antioxidant, antifungal and agglutinating activities. The purpose
of this study was to evaluate the antibacterial activity of hexane, methanol, acetone and
ethanol-based extracts of Chlorophyta, Phaeophyta and Rhodophyta macroalgae against
virulent vibrio strains resistant to antibiotics. The microorganisms used in the study included
vibrio strains isolated from wild oysters purchased at a fish market, strains from shrimp
hemolymph and the standard strains ATCC and IOC. The strains were challenged with
extracts using the disk diffusion method. Ethanol was the most efficient solvent. Padina
gymnospora inhibited the largest number of Vibrio species (57%) and produced the largest
inhibition halos, followed by Ulva fasciata (40%) and Hypnea musciformes (30%). The
smallest minimum inhibitory concentration was observed for ethanolic extracts of Padina
gymnospora (512 ug/mL against Vibrio alginolyticus). The results suggest extracts of marine
macroalgae may represent a potential source of natural biologically active products for use in

the industry.

Key words:Vibrio, seaweeds, antibacterial activity
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1. INTRODUCAO

A busca por compostos naturais utilizados como fontes alternativas ao emprego
de antimicrobianos sintéticos vem sendo relatada, e alguns vegetais tém sido alvo dessa
investigacdo (AO et al., 2008; NAIR; CHANDA, 2007; PEIXOTO et al., 2011; VIEIRA et
al., 2010;). Organismos marinhos também vém sendo estudados como potenciais promissores
de agentes farmacéuticos, nesse sentido, destaca-se o relevante potencial antimicrobiano de
macroalgas frente a bactérias patogénicas (CHIHEB et al., 2009; KOLANJINATHAN;
STELLA, 2009).

De acordo com Padua et al. (2004), as macroalgas marinhas sdo organismos
pluricelulares, eucariontes, autotrofos, sem sistema vascular e podem ser classificados em trés
grupos de acordo com a coloracdo: as cloroficeas (verdes), rodoficeas (vermelhas) e feoficeas
(marrons). Estes organismos sdo cosmopolitas, portanto encontram-se distribuidos em
ambientes marinhos, corpos de dgua doce, solos, rochas, sobre a neve e superficie de vegetais;
desde que haja luz e umidade suficientes (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

A eficiéncia antibacteriana de macroalgas marinhas foi reportada por Rios et al.
(2009) que destacaram a atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A
necessidade do desenvolvimento de novas alternativas para o uso de antimicrobianos
sintéticos tem revelado o potencial de compostos bioativos oriundos de algas do nordeste
brasileiro (LIMA-FILHO et al., 2002; PINHEIRO-VIEIRA; CALAND-NORONHA, 1971).

Um amplo espectro de atividades biol6gicas diz respeito as macroalgas, além da
atividade antimicrobiana, destacando-se: atividade antioxidante (RAYMUNDO et al., 2004;
SILVA, 2009;), antifungica (FELICIO et al., 2010; STEIN et al., 2011), aglutinante (CHU et
al., 2007), capacidade de remover teores de chumbo de efluentes aquosos (CALADO et al.,
2003), utilizagdo como suplemento para animais, incluindo humanos (HERNANDEZ-
CARMONA et al., 2009) e ingredientes para racdo de animais aquaticos cultivados (SILVA,
2005).

A Ulva fasciata, por exemplo, proporcionou reducdo da severidade da antracnose
do feijoeiro, demostrando um efeito residual com reducdo de 22% contra essa doenca
(ABREU et al., 2008). Desta forma, as macroalgas marinhas despontam com um vasto
potencial biotecnolégico sendo o motivo de pesquisas com a finalidade de combater
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microrganismos oportunistas que atacam os cultivos aquéticos e causam perdas econdmicas a
nivel mundial (RIVEROLL, 2009).

Bactérias do género Vibrio desempenham papéis importantes na atividade da
aquicultura marinha, uma vez que representantes com potencial patogénico para 0s
organismos aquéticos, bem como para os humanos, figuram nesses ambientes.

Ambientes aquéticos, muitas vezes, representam provaveis reservatorios para 0s
patdgenos oportunistas (AUSTIN; ZHANG, 2006; KAHLA-NAKBI et al., 2007). Nesse
sentido, determinadas espécies de Vibrio possuem fatores de viruléncia, o que as tornam
potencialmente patogénicas, além de, muitas vezes, resistentes a antimicrobianos.

As bactérias patogénicas do género Vibrio, em particular as espécies de V.
vulnificus, V. parahaemolyticus e V. cholerae sdo as principais causadoras de gastroenterite e
em alguns casos, septicemia. Elas sdo patogénicas aos seres humanos, acarretando variadas
complicagBes a saude, que podem ir desde uma diarréia autolimitante a casos de 6bito por
septicemia (RIBEIRO, 2005). Muitas das enfermidades sdo ocasionadas pela ingestdo de
mariscos e crustaceos contaminados, sem coccdo (MASINI et al., 2007; OTTAVIANI et al.,
2005).

Em virtude dos prejuizos causados aos aquicultores, devido ao ataque de alguns
microrganismos, muitos utilizam antimicrobianos para inibir e até mesmo para prevenir a
acdo de bactérias oportunistas. No entanto, 0 uso excessivo e inadequado dessas drogas
contribui para a resisténcia bacteriana, através de pressdo seletiva, e a permanéncia das
substancias nos efluentes do ambiente de cultivo e de residuos nos tecidos dos organismos
cultivados, comprometem a qualidade do alimento, podendo prejudicar a salde do
consumidor (FAO, 2010; MIRANDA; ZEMELMAN, 2002; VIEIRA et al., 2008).

O isolamento de cepas multirresistentes oriundas do cultivo de animais aquéticos
e de ostras comercializadas para consumo in natura € muito comum, e representa um risco
para a saude publica e 0 meio ambiente, motivo de preocupacdo por conta da possivel
transferéncia de bactérias resistentes para humanos que consumem esses produtos
(AKINBOWALE et al., 2006; BARROS et al., 2005).

Considerando que a vibriose é uma das doencas que mais afeta a producdo de
crustaceos e mariscos em todo o mundo, e que 0 uso de antimicrobianos sintéticos na
aquicultura pode contribuir para a selecdo de bactérias resistentes, e levando-se em
consideracdo a abundancia de algas do litoral do nordeste brasileiro é que foi idealizado este

projeto.
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1.1 Objetivo geral

Investigar a presenca de atividade antibacteriana em extratos de macroalgas das
classes Chlorophyta, Phaeophyta e Rhodophyta frente a estirpes de vibrios expressando
fatores de viruléncia e marcos de resisténcia a antimicrobianos comerciais, isolados de ostras

selvagens, comercializadas em uma feira de pescado, e de hemolinfa de camarao.

1.2 Objetivos especificos

e Preparar extratos de macroalgas utilizando os solventes: hexano, alcool etilico,
metanol e acetona;

e Testar a atividade bactericida dos extratos de macroalgas através do teste de
difusdo em disco;

e Determinar o melhor solvente para extracdo de substancias bioativas;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima dos extratos algais.

e Testar os solventes hexano, alcool etilico, metanol e acetona (controles

negativos) frente as cepas utilizadas no experimento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Algas

A palavra alga vem do latim, significa “planta marinha”, sdo classificadas como
vegetais inferiores, possuindo clorofila a como seu pigmento fotossintético primério. Algas
marinhas sdo organismos aquaticos sem sistema vascular (MATIAS, 1999; OLIVEIRA et al.,
2005; PADUA at al., 2004).

As macroalgas marinhas sdo organismos pluricelulares eucariontes e autotrofos,
que podem ser classificadas em trés grupos (divisdo ou filo) de acordo com a coloragéo
(PADUA et al., 2004). As algas vermelhas pertencentes a divisdo Rhodophyta, as marrons ou
pardas pertencentes a divisdo Phaeophyta, e as algas verdes pertencentes as Chlorophyta
(LOBBAN; HARRISON, 1997). No entanto, além da pigmentacdo, levam-se também em
consideracdo na classificacdo das algas os pardmetros bioquimicos, morfoldgicos e
reprodutivos (PEREIRA; SOARES-GOMES, 2002).

Algumas espécies de algas sdo capazes de tolerar condi¢des de seca, frio e estado
de dorméncia do metabolismo (GRANHAM; GRANHAM; WILCOX, 2009). Podem viver
individualmente ou como epifitas, em comunidades com outras algas e animais (LOBBAN;
HARRISON, 1997).

As algas, por possuirem uma grande atividade fotossintetizante, sdo responsaveis
pela maioria do oxigénio presente na terra, resultando na producdo de uma enorme quantidade
de carbono orgéanico. Muito desse carbono organico é utilizado por alguns organismos como
fonte de alimento (GRANHAM; GRANHAM; WILCOX, 2009).

De acordo com Barsanti et al. (2008), as algas marinhas podem tolerar uma ampla
variacdo de pH, temperatura, turbidez, concentracdo de CO; e O, dependendo das condicgdes
do ambiente em que vivem. Thompson (1996) relata que a capacidade das algas para se
adaptarem as condicOes ambientais se reflete em uma excepcional variedade de padrbes de
lipidios, bem como na sua capacidade de sintetizar uma série de compostos incomuns

O nitrogénio € o elemento que mais limita o crescimento das algas marinhas, e 0s
mais importantes sdo os ions nitrato e amonia. As algas verdes, vermelhas e marrons séo

incapazes de usar diretamente o0 gas nitrogénio, apesar de ser vinte vezes mais abundante que
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0 nitrato. Assim, necessitam do auxilio de bactérias e cianobactérias que ajudam na fixacao
desses componentes (LOBBAN; HARRISON, 1997).

As macroalgas marinhas sdo bem diferenciadas quanto a sua estrutura
morfologica e funcional quando se compara as trés divisdes, Rhodophyta, Chlorophyta e
Phaeophyta, principalmente quando se analisa 0s aspectos citologicos de cada um desses
grupos (BARSANTI et al., 2008).

2.1.1 Algas verdes

As algas verdes, também chamadas de cloroficeas, sdo unicelulares e
multicelulares autotréficas, que possuem clorofila a e b, e amido como reserva de alimento.
Habitam ambientes de dgua doce, &reas marinhas costeiras e terrestres. S&o ricas em lipideos,
algumas espécies produzem carbonato, outras sdo fontes de deposito de petroleo e
combustiveis renovaveis (GRANHAM; GRANHAM; WILCOX, 2009).

As cloroficeas sdo importantes produtoras de oxigénio molecular disponivel
(VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). Além disso, esses organismos conseguem dominar em
condigBes adversas e até mesmo sobreviver em ambientes poluidos como é o caso da
ocorréncia do género Ulva e Enteromorpha na baia de Guanabara (PEREIRA; SOARES-
GOMES, 2002).

Estudos tém utilizado algas do género Ulva para o tratamento de efluentes da
maricultura liberando assim uma &gua de melhor qualidade, sem teores elevados de matéria
organica (COSTA, 2006). Vale ressaltar também o emprego de certas algas verdes como
fornecedoras de moléculas biologicamente ativas (BENEVIDES et al., 2001).

A figura 1 representa os espécimes de algas verdes (Caulerpa prolifera e Ulva

fasciata) marinhas utilizadas nesta pesquisa.
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Figura 1. Macroalgas marinhas verdes estudadas: A - Caulerpa prolifera; B - Ulva fasciata
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2.1.2 Algas vermelhas

Algas vermelhas sdo os organismos pertencentes ao filo Rhodophyta, que
possuem caracteristicas morfoldgicas peculiares, além de caracteristicas bioquimicas e de
historia de vida bem particulares deste grupo de individuos, como a auséncia de flagelos em
suas estruturas celulares (MAGGS et al., 2011). Estima-se que existam neste filo de 500-600
géneros e 0 numero de espécies chega a ultrapassar 5.000 (GRANHAM; GRANHAM,;
WILCOX, 2009).

As algas vermelhas possuem clorofila a e d como pigmentos principais e
ficobilinas como pigmentos fotossintéticos secundarios e armazenam amido como material de
reserva. Esses organismos possuem grande importancia ecoldgica, pois algumas espécies
dessa classe ajudam na calcificacdo de recifes de corais e protegem a superficie das rochas
contra os danos causados pelas ondas. Além da importancia econdmica, que esté atribuida a
producdo de &gar e carragenana, muito utilizado na indastria cosmeética (GRANHAM,;
GRANHAM; WILCOX, 2009; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

As algas vermelhas possuem esta coloragdo por causa da obtencdo de um
pigmento denominado de ficoeritrina, que esta localizado nos cloroplastos. No entanto, outros
pigmentos como a ficocianina e aloficocianina também estdo presentes e sdo azuis. Esses
pigmentos apresentam caracteristicas similares (anel tetrapirrolico linear) e sdo conhecidos
como ficobilinas. Eles ocorrem ligados a proteinas, formando uma classe de compostos
chamados ficobiliproteinas (HOEK; MANN; JAHNS, 1995).

As rodoficeas possuem vérias substancias quimicas que podem ser isoladas, como
os metabdlitos secundarios, fenois, diterpenos, sesquiterpenos e outros, com ampla atividade
biolégica (TEIXEIRA et al., 1991).

Vale ressaltar que a maioria de espécies de algas com atividade hemaglutinante
sdo vermelhas (SAMPAIOQ et al., 1993). Destacam-se ainda os polissacarideos sulfatados da
Lithothamnion calcareum, os quais apresentaram potencial atividade antiflamatoria e os da
alga Halymenia pseudofloresia que demonstraram acdo anticoagulante (RODRIGUES et al.,
2009; SOARES, 2009).

Oliveira (2009) avaliou a atividade bioldgica de Bostrychia radicans coletadas em
manguezal e costbes rochosos, e constatou que esta possui substancias com potencial
antitumoral, tripanocida e antifngica, contudo, observou varia¢es nas atividades de acordo

com 0 ecossistema em que vivem.
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A figura 2 e 3 representa os espécimes de algas vermelhas marinhas utilizadas
neste estudo.

Figura 2. Macroalgas marinhas vermelhas estudadas: A- Laurencia sp e B - Gracilaria dominigensis
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Estudos mostraram que as rodoficeas apresentam amplo potencial para a
maricultura no Brasil, podendo ser utilizada como atividade pelas comunidades praianas. A
alga Gracilaria domigensis exibiu um bom potencial de cultivo, com elevadas taxas de
crescimento e alto rendimento em biomassa, podendo ser cultivada em qualquer época do ano,
uma vez que néo apresentou variagdes sazonais (BEZERRA, 2008; YOSHIMURA, 2006).

A espécie Hypnea musciformis é uma carragenofita de interesse para inddstrias de
cosmético, alimenticia, farmacéutica e para a biotecnologia. Considerando-se o cultivo para
fins comerciais, estudos comprovaram que nao houve diferenca significativa no rendimento

de carragenana da alga cultivada em relacéo a de bancos naturais (MASIH-NETO, 2009).

Figura 3. Macroalga marinha vermelha Hypnea musciformis
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2.1.3 Algas pardas

As algas pardas (Figura 4) possuem clorofilas a e c, seus cloroplastos contém
varios carotenoides, incluindo uma grande quantidade de fucoxantina, uma xantofila presente
em seus cloroplastos, que mascara a clorofila e proporciona a sua cor caracteristica. As algas
Phaeophyta dominam os costdes rochosos e variam de tamanho, desde formas microscépicas
até as maiores algas marinhas conhecidas (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

Em regiGes polares e temperadas, ricas em nutrientes, as feoficeas, podem
apresentar grande produgdo primaria, resultando em estruturas que variam desde filamentos a
gigantes macroalgas, os “kelps” (principalmente dos géneros Laminaria e Macrocystes),
podendo formar grandes bancos ou florestas. Em regides tropicais e subtropicais, essa divisdo
é representada por algas de pequeno porte, como Padina e Dictyota. No Brasil, as maiores
algas pardas encontradas em regiGes costeiras sao as espécies do género Sargassum e
Spatoglossum (PEREIRA; SOARES-GOMES, 2002).

A Figura 4 representa a espécie de alga marinha parda (Padina gymnospora)

utilizada nesta pesquisa.

Figura 4. Macroalga marinha marron Padina gymnospora
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Segundo Stahl e Sies (2005), carotendides desempenham importante papel como
precursores de vitaminas antioxidantes e fotoquimicos. Nesse sentido, pesquisas mostraram
que as feoficeas, coletadas no litoral cearense, sdo ricas em [-caroteno, e as que obtiveram
maiores e menores valores foram as espécies Dictyopteris delicatula e Padina gymnospora.
Delas, Dictyota dichotoma apresentou valores maximos de a-tocoferol (vitamina E) (SOUSA
et al., 2008).

2.2 Atividade antibacteriana de macroalgas marinhas

O surgimento cada vez maior de bactérias resistentes a antimicrobianos
comerciais tem levado a busca por substancias naturais eficientes na inibicdo do crescimento
de microrganismos patogénicos, de humanos e organismos marinhos. E as algas sdo possiveis
fontes de componentes farmacoldgicos (MAGALLANES et al., 2003).

Segundo Lima-Filho et al. (2002), a atividade antimicrobiana depende de dois
fatores: da espécie de alga e da eficiéncia na extracdo dos compostos ativos. Entdo, como uma
eficiente estratégia de investigacao, solventes organicos tém sido utilizados para a extracao de
possiveis principios ativos de macroalgas marinhas.

Os extratos de algas vermelhas, pardas e verdes, obtidos com éter etilico e etanol
alcancaram os maiores halos de inibi¢do quando testados frente a bactérias e fungo (TUNEY
et al., 2006).

Os extratos da macroalga Amansia multifida (familia Rhodophyceae) foram
fracionados com os solventes organicos: hexano, cloroférmio, etanol e apresentaram atividade
antibacteriana frente a espécies Gram-negativas: Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sor. Typhi, Salmonella sor. Choleraesuis,
Serratia marcescens, Vibrio cholerae e contra bactérias Gram-positivas: Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus. No entanto, extrato hexanico da alga Caulerpa cupressoides,
pertencente a familia Chlorophyceae, mostrou atividade antibacteriana somente contra
Morganella morganii, B. subtilis e S. epidermidis (LIMA-FILHO et al., 2002).

O extrato metanolico da alga verde Cladophora prolifera inibiu o crescimento de
S. aureus e V. cholerae enquanto que, o extrato da alga marrom Stoechospermum marginarum
inibiu o crescimento de Klebsiella sp. e V. cholerae (ELY et al., 2004). Este mesmo solvente

foi utilizado na extracdo do principio ativo de Gracilaria changii, a qual testada contra P.
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aeruginosa, mostrou uma completa inibicdo da bactéria na concentracdo de 6,25mg/mL
(SASIDHARAN et al., 2010). O metanol ainda foi usado nos extratos das algas Corallina
officinalis, Dictyota dichotoma, Halopteris filicina, Cladostephus spongiosus f. verticillatus,
Cystoseira barbata, Ulva rigida. Cada um desses extratos inibiu o crescimento de, pelo
menos, um microrganismo (TASKIN et al., 2007).

Saeidnia et al.(2009) encontraram moderada inibicdo de S. aureus ao testar o
extrato de acetato de etila das algas vermelhas Gracilaria salicornia e Hypnea flagelliformis.
No entanto, os extratos e fracGes de Gracilaria domingensis e Gracilaria birdiae ndo foram
ativos contra bactérias Gram-positivas e negativas examinadas, incluindo S. aureus (SILVA,
2009).

O efeito inibitorio dos extratos aquosos, etanolicos e diclorometano de dezesseis
algas foi investigado frente a bactérias, leveduras e fungos. Foi observado que o extrato
aquoso ndo inibiu o crescimento dos microrganismos. Porém, os extratos etanolico e
diclorometano bruto inibiram o crescimento de bactérias Gram-positivas testadas, nao
havendo diferenca significativa no efeito inibitorio entre os dois solventes (HELLIO et al.,
2001). Ja Rajasulochana et al. (2009) encontraram melhor extracdo das algas pardas da india
utilizando como solvente cloroférmio: metano (2:1 v/v). Com esse extrato, os halos de
inibicdo maxima do crescimento contra S. aureus e E. coli chegaram a 100 mm.

Alguns compostos ou fracGes algais sdo isolados dos extratos e testados
separadamente. Os compostos oleosos halogenados elatol e iso-obtusol foram isolados de
Laurencia majuscula. Elatol inibiu o crescimento de S. epidermidis, K. pneumoniae e
Salmonella sp. e as CIM foram 1 mg/ml, 1 mg/ml e 2 mg/ml, respectivamente. J&, 0 iso-
obtusol apresentou CIM de 1 mg/ml e 1,5 mg/ml para Salmonella sp. e K. pneumoniae,
respectivamente (VAIRAPPAN, 2003).

O polissacarideo ulvana, os extratos sollvel e insolivel em metanol, o extrato
etandlico foram obtidos da Ulva fasciata e o polissacarideo B obtido de Ulva sp. foram
testados, quanto a atividade antimicrobiana e o potencial desta macroalga marinha no controle
da antracnose de feijoeiro comum, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum. A
atividade antimicrobiana da ulvana e dos extratos metandlicos foi determinada frente a
bactérias potencialmente patogénicas ao homem: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, a levedura Candida albicans
e bactérias fitopatogénicas: Xanthomonas campestris e Erwinia carotovora (PAULERT,
2005).



28

Mesmo que determinadas espécies de algas apresentem atividade antibidtica
comprovada frente a microrganismos, alguns fatores podem interferir na acdo de alguns
extratos. Deste modo, algumas algas podem apresentar alguns compostos nutricionais durante
0 ano com maior ou menor intensidade, assim como proteinas, lipideos, fibras, vitaminas,
carboidratos e outros. E, a atividade antibacteriana ndo é diferente, podendo apresentar
variagOes de acordo com a sazonalidade.

Extratos das algas Osmundaria serrata, Galaxaura diessingiana e Codium
duthieae ndo apresentaram variacbes na atividade antibacteriana apds trés anos de
armazenamento. VariagOes sazonais da atividade antibacteriana ndo foram encontradas em
extratos de G. diesseingiana e C. duthieae. Entretanto, o extrato de O. serrata apresentou um
aumento da atividade antibacteriana no periodo do inverno (VLACHOS et al., 2000).

Hornsey e Hide (1985) reportaram a variacdo, em alguns taxons, das substancias
bactericidas nas diferentes fases do ciclo de vida das algas. E, em alguns meses do ano
algumas espécies apresentavam atividade antimicrobiana que em outros meses era nula, como
por exemplo a espécie Ulva lactuca, que de marco a agosto ndo inibiu o crescimento
bacteriano, no entanto, nos outros meses do ano se mostrou com excelente eficiéncia
(HORNSEY; HIDE, 1976). Isso justificaria os resultados contraditorios obtidos em alguns
estudos.

Nesse sentido, Oliveira et al. (2009) observaram variagdes da maioria dos
componentes nutricionais de algas durante o ano, exceto de proteinas. Aziza et al. (2008)
avaliando a composicdo quimica de Hypnea musciformis, durante dois anos, conseguiram
provar que ndo houve variagdo sazonal nos valores obtidos, no entanto, o teor dos minerais
apresentaram flutuacOes entre 11 e 55% no periodo seco. Ja o teor de carragenana alcangou
41% no inverno, decrescendo no outono.

Outro fator que pode intervir nos resultados inibitérios de produtos naturais contra
microrganismos é a concentracdo dos extratos. Rocha et al.(2009) demonstraram halos
maiores contra P. aeruginosa em menores concentracfes do extrato da alga Spatoglossum
shroederi o que ndo aconteceu com V. cholerae e S. aureus. Os maiores halos para essas

bactérias foram constatados quando foi usada uma maior concentragcdo do extrato.
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2.3 Vibrio spp.

Algumas doencas atacam organismos aquaticos, tais como camardes e ostras, e
dentre estas, destacam-se as vibrioses, provocadas por bactérias do género Vibrio spp. Na
carcinicultura, notou-se que a carga vibrionacea aumentava no ambiente e no proprio
organismo de acordo com o tempo de cultivo (SILVA, 2007).

No caso dos camardes marinhos cultivados, os vibrios podem atacar varios
estagios de vida (larval, pés-larval, juvenil e adulta). Sdo consideradas infec¢Bes secundarias e
oportunistas que ocorrem quando ha condicbes de estresse no sistema de cultivo tais como:
diminuicdo de oxigénio, densidade de estocagem excessiva, lesbes na cuticula dos camardes,
alimentacdo inadequada e compostos nitrogenados excessivos no ambiente de cultivo
(AGUIRRE-GUZMAN et al., 2001).

Os moluscos bivalves por serem animais filtradores, acumulam substancias
contaminantes e microrganismos, sejam patogénicos ou nao. O cultivo de ostras Crassostrea
rhizophorae, por ser feito em agua salobra e em alta temperatura, favorece a multiplicacéo de
bactérias oportunistas, tais como os vibriGes. Destaca-se ainda, o fato de a manutengdo de
estocagem, apds a colheita, ser geralmente feita em temperatura ambiente, vindo a ser
perigoso o consumo sem cocgdo do molusco (PEREIRA et al., 2007).

E possivel encontrar Vibrio parahaemolyticus em &guas estuarinas e costeiras, em
sedimentos, plancton e em uma variedade de peixes, crustaceos e moluscos em todo 0 mundo
(SOUSA, 2004). Vibrio vulnificus pode ser isolado naturalmente do ambiente marinho. A
ingestdo de mariscos crus ou mal cozidos contaminados com V. vulnificus pode levar a
septicemia priméaria ou a gastrenterite. Além disso, esse microrganismo pode causar infeccdo
por contaminacdo direta de ferimentos abertos, durante a natacdo, a limpeza de mariscos e
outras ag0es, envolvendo atividades marinhas (HLADY et al., 1993).

A célera é causada por Vibrio cholerae, uma bactéria Gram-negativa. Essa doenca
é veiculada principalmente pela ingestdo de alimentos e 4gua contaminados, e é associada as
precérias condic¢Bes higiénico-sanitarias da populagdo (SOUSA, 2004). Além destas, muitas
outras espécies de Vibrio estdo associadas a infecgdes em humanos e animais.

As bactérias supracitadas sao patdgenas, e algumas possuem fatores de viruléncia
com capacidade de provocar sérias enfermidades em humanos, sobretudo pelo consumo de
alimentos crus ou mal cozidos contaminados, principalmente ostras, peixes, camardes e outros

frutos do mar. A presenca de uma toxina, a Hemolisina Direta Termoestavel (TDH),
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observada através do fenébmeno de Kanagawa, que € parcialmente inativada a uma
temperatura de 30°C durante 30 minutos, esta relacionada a gastrenterites (BAFFONE et al.,
2000; SOUSA, 2004).

Estirpes de V. parahaemolyticus, isoladas de mariscos, apresentam a maior
percentagem de fatores de patogenicidade, sendo a TDH a mais freqlente (BAFFONE et al.,
2005; PINTO et al., 2008). Entretanto, Lee et al. (2008) reportaram o isolamento da
Hemolisina Termolabel Relacionada (TRH) em cepas de V. parahaemolyticus, capazes de
causar infeccOes. Esta espécie foi isolada de amostras de ostras, compradas em um restaurante
de Fortaleza-CE, e que apresentaram além de urease-positiva, TDH e TRH-positivas,
constatadas através de métodos de biologia molecular. No entanto, essas cepas ndo produziam
halos de B-hemolise em agar Wagatsuma, em testes fenotipicos (VIEIRA et al., 2011).

A capacidade de produzir substancias citotdxicas e enterotdxicas em cepas de
Vibrio alginolyticus também foi observada (BAFFONE et al., 2005). A 4gua do mar é um
reservatorio natural deste patégeno, e mesmo na auséncia de nutrientes ele consegue
desenvolver algumas estratégias de sobrevivéncia mantendo o seu potencial para infectar
peixes (KAHLA-NAKBI et al., 2007).

Matté et al. (2007) verificaram que 100% das cepas de Vibrio metschnikovii,
isoladas de peixe, produziram verotoxinas, e 76,9% foram positivas para testes cutaneos,
resultando no aumento da permeabilidade vascular e endurecimento da zona apés dez horas,

porém nao foi observada necrose.

2.4 Resisténcia bacteriana a antimicrobianos

O uso abusivo de agentes antimicrobianos nos cultivos de organismos aquéaticos
vem se tornando um grande problema nos ultimos anos. O emprego dessas drogas no
tratamento de infec¢Bes causadas por patdgenos, ou mesmo como medida profilatica, permite
que elas permanecam no ambiente aquatico por longos periodos, gerando uma pressao
seletiva que favorece a multiplicacdo de estirpes resistentes (CABELLO, 2006; PEREIRA-
JUNIOR et al., 2006).

Nesse sentido, Costa et al. (2008) relataram a ocorréncia de cepas de Vibrio
isoladas de ambiente de cultivo de camarfes no Ceara resistentes aos antimicrobianos

sulfazotrim, ampicilina e ceftriaxona. Reboucas (2008) estudando o mesmo ambiente
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encontrou grande porcentagem (80,64%) das estirpes de Vibrio isoladas resistentes a pelo
menos um dos antimicrobianos examinados, inclusive alguns usados no tratamento de
infeccdes em humanos.

Carvalho et al. (2009) detectaram resisténcia em 100% das cepas de Salmonella,
isoladas de agua e sedimento em &reas de carcinicultura, as tetraciclinas e 21,7% as
quinolonas. Assim, a utilizacdo inadequada de antimicrobianos, além de selecionar estirpes
resistentes, compromete a salde das pessoas envolvidas diretamente na atividade. Além disso,
o perfil de multirresisténcia apresentado por bactérias procedentes de aquicultura representa
um grande risco de disseminacdo de resisténcia a varias drogas por transferéncia de genes,
mesmo sem 0 uso de antimicrobianos nos sistemas de cultivos, onde esses microrganismos
foram isolados (CARNEIRO, 2005; LIMA et al., 2006).

O tempo de permanéncia de oxitetraciclina, quando servida na racdo ao camarao
marinho Litopenaeus vannamei, € maior na carapaca (treze dias) que no musculo (cinco dias).
Contudo, as concentragdes da droga impregnadas no crustaceo sdo capazes de diminuir em até
80% com o cozimento (LAVORANTE et al., 2009). Hirsch et al. (2006) atribuiram a
resisténcia de bactérias isoladas da superficie corpérea de peixes e da agua utilizada no
tanque, oriunda da rac@o ou dos alevinos.

A resisténcia pode ser transmitida entre humanos, entre animais e entre 0s seres
humanos, animais e 0 meio ambiente, através da transmissdo e propagacdo de bactérias ou
genes que carregam a informacdo de resisténcia (WHO, 2011). Entretanto, na aquicultura,
essa resisténcia pode disseminar-se em todo o ambiente aquatico e ser transmitida a varias
espécies de bactérias, incluindo aquelas que podem infectar os humanos (ANGULO, 2000).

Pesquisas tém revelado a variacdo do perfil de resisténcia de uma mesma espécie
de bactéria em relacdo & &rea geografica em que ela foi isolada. Todas as cepas de
Photobacterium damselae subsp. Piscicida isoladas no Japao foram resistentes a pelo menos
um, dos quinze antimicrobianos testados. Na Europa apenas o florfenicol e a canamicina
foram eficazes contra as estirpes desta espécie. Os resultados indicaram que as drogas se
tornaram ineficazes, refletindo o efeito em longo prazo do uso dos medicamentos para o
tratamento de bacterioses (THYSSEN; OLLEVIER, 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem das cepas

Foram selecionadas 20 cepas de Vibrio portadoras de fatores de viruléncia e
resistentes a antimicrobianos. As estirpes ambientais foram obtidas do acervo bacterioldgico
do Laboratdrio de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LMAP) do Instituto de Ciéncias do
Mar — LABOMAR/UFC. Além disso, foram tomadas dez cepas padrdes ATCC e IOC. As

cepas utilizadas encontram-se apresentadas no Quadro 1.

3.2 Pureza das cepas

Antes de serem submetidas aos testes antibacterianos com os extratos algais, foi
investigada a pureza das cepas submetendo-as ao crescimento em meio de cultura seletivo,
Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) e observando-se a morfologia e coloragédo das
coldnias.

As cepas de Vibrio foram inoculadas em tubos de ensaio contendo caldo
Tripticase Soja (TSB) a 1% de NaCl e incubadas em estufa bacteriol6gica a 37°C/24h. Apds
esse periodo, foi retirado um in6culo e estriado sobre TCBS em placa de Petri com incubacao
a 37°C/18h. Logo apds foi verificado o crescimento de colbnias verdes e amarelas,
caracteristica de sacarose negativa e positiva, respectivamente, e a morfologia das coldnias.

As estirpes pertencentes aos géneros Escherichia, Pseudomonas, Staphylococcus,
Enterococcus, Salmonella foram inoculadas em caldo de infusdo de cérebro e coragdo (“Brain
Heart Infusion”) (BHI) e incubadas a 37°C/24h. Depois do tempo de incubacg&o procedeu-se o
estriamento do indculo nos respectivos meios seletivos para cada género.

A partir do crescimento em BHI, a cepa de Escherichia coli foi inoculada em
placa de Agar Eosina Azul de Metileno (EAM), incubada a 35°C/24h e depois verificada a

caracteristica das coldnias tipicas, negras com brilho verde metalico.
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Quadro 1 — Relacdo de cepas ambientais com seus correspondentes marcos de viruléncia e resisténcia

antimicrobiana e cepas padrdo de cole¢des utilizadas nos testes bioguiados de extratos algais.

Cepa Espécie Origem Fator de viruléncia Resisténcia a
H1 V. xuii HLP KGelCasFosfLipElas CflPen
H2 V. coralliilyticus HLP KGelCasFosfLipElas -

H3 V. parahaemolyticus HLP GelCasFosfLip Pen
H4 V. alginolyticus HLP GelCasFosfLip Pen
H5 V. brasiliensis HLP KGelCasFosf CflPen
H6 V. neptunis HLP KCasFosfLip -
H7 V. navarrensis HLP GelCasFosfElas Pen
H8 V. vulnificus HLP GelCasFosf PenTet
H9 V. cholerae HLP CasFosfLip PenAtm

H10 V. diazotrophicus HLP CasElas Atm

011 V. parahaemolyticus OCR UrK Pen

012 V. parahaemolyticus OCR K AtmPenAmpCfl

013 V. parahaemolyticus OCR UrK Pen

014 V. parahaemolyticus OCR K PenAmpCfl

015 V. proteolyticus OCR K PenCfl

016 V. litoralis OCR ur AmpPen

017 V. ponticus OCR K PenCfl

018 V. rumoiensis OCR K PenCfl

019 V. parahaemolyticus OCR GelLip AmpPen

020 V. parahaemolyticus OCR Gel AmpPen
P21 V. parahaemolyticus ATCC 17802 - -
P22 V. vulnificus ATCC 27562 - -
P23 V. alginolyticus ATCC 17749 - -
P24 V. mimicus ATCC 33653 - -
P25 Escherichia coli ATCC 25922 - -
P26 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - -
P27 Staphylococcus aureus ATCC 25923 - -
P28 Enterococcus faecalis ATCC 29212 - -
P29 Samonella 10C - -
P30 V. harveyi 10C 18450 - -

- Néo foram feitos testes de viruléncia e resisténcia; HLP: Hemolinfa do Litopenaeus vannamei. OCR:
Ostra Crassostrea rhizophorae. K: Kanagawa positivo; Gel: gelatinase; Cas: caseinase; Fosf: fosfolipase;
Lip: lipase; Elas: elastase; Ur: urease; Atm: aztreonam; Pen: penicilina; Amp: ampicilina; Cfl: cefalotina

O caldo BHI contendo Staphylococcus aureus foi inoculado em agar Baird Parker
(BP), e dele foram isoladas colénias tipicas, com coloracdo negra e apresentando um halo
claro em torno da sua borda.

Para confirmacdo das colonias tipicas de Enterococcus faecalis foi utilizado o

meio m-Enterococcus em placa. No caso da Salmonella foram utilizados os meios de cultura
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em agar Entérico Hektoen (HE) e MacConkey em placa. No primeiro, as colbnias tipicas
apresentam-se verde-azuladas, com ou sem centro negro, e no segundo rdseas.

Para Pseudomonas aeruginosa foi utilizado o Agar Pseudomonas (piocianina), no
qual foi detectada a producdo de piocianina. Depois, prosseguiu-se com a verificacdo das
caracteristicas morfoldgicas das células

Para constatacdo de pureza das estirpes, seguiu-se a andlise das caracteristicas
morfotintoriais das células, através da coloracdo de Gram (SOARES; CASIMIRO;
ALBUQUERQUE, 1991) (Figura 5).

3.3 Coleta, identificacéo e secagem das algas

As coletas do material algal foram realizadas manualmente, no periodo de marco
de 2010 a junho de 2011, na praia do Pacheco em Caucaia-CE (a 10 Km de Fortaleza), na
praia do Paracuru-CE (a 89,9 Km de Fortaleza) e na praia do Guajiru em Trairi-CE (a 143,3
Km de Fortaleza) , no meso litoral, durante as marés de sizigia, com temperatura da agua em
torno de 30°C.

O material coletado foi transportado em sacos plasticos ao LMAP do LABOMAR
e mantido sob refrigeracdo para posterior identificacdo e secagem.

A identificacdo dos espécimes foi feita no Laboratério de Macroalgas do
LABOMAR, onde estdo depositadas as exsicatas sob o ndmero de registro 2152 (P.
gimnospora), 2145 (H. musciformes), 2151 (Laurencia sp), 2149 (U. fasciata), 2155 (C.
prolifera) e 2146 (Gracilaria domingensis).

Apos a identificacdo, os espécimes de algas foram submetidos a limpeza manual
para retirada de epifitas e impurezas. Em seguida, as algas foram lavadas em &gua destilada, e
0 excesso de agua retirado com o auxilio de papel absorvente. Posteriormente, foram secadas
em estufa a 30°C e trituradas até a obtencdo de um p6 homogéneo, utilizado na preparacdo

dos extratos.
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Tabela 1 — Local e data das coletas das espécies de macroalgas utilizadas nos testes de atividade

antibacteriana.

ESPECIE LOCAL DATA
Paracuru-CE 09/09/10
Padina gymnospora ] 19/03/11
Pacheco/Caucaia-CE
17/06/11
Paracuru-CE 02/03/10
Guajiru/Trairi-CE 11/08/10
Hypnea musciformes 19/03/11
Pacheco/Caucaia-CE 17/04/11
17/06/11
06/11/10
Ulva faciata Pacheco/Caucaia-CE
17/06/11
Laurencia sp Pacheco/Caucaia-CE 04/12/10
Gracilaria domingensis Pacheco/Caucaia-CE 06/11/10
Caulerpa prolifera Pacheco/Caucaia-CE 04/12/10

3.4 Preparo dos extratos

O po resultante da trituracdo das algas foi submetido a extracdo com etanol,
metanol, acetona e hexano 1:100 (p/v) em aparelno Soxhlet a 78,4, 64,7, 56 e 69°C,
respectivamente. Todas as amostras foram mantidas sob refluxo por 16 horas e, em seguida,
0s extratos foram evaporados até a obtencdo de uma solucdo a uma concentracdo final de 100
mg mL™. Discos brancos estéreis (Laborclin) de 6,0 mm de didmetro foram impregnados com
100 pL dos extratos algais, o equivalente a 10 mg mL™ em cada disco (Figura 6). Como
controle negativo, foram embebidos discos com 100 pL de cada solvente (etanol, metanol,

acetona e hexano).
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Figura 6- Preparagdo dos discos com o extrato algal.

3.5 Avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos algais

O efeito antibacteriano dos extratos algais foi testado a partir da técnica de
Difusdo em Disco (DD) (Figura 8) em meio agar Mueller-Hinton (CLSI, 2010) e da
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pela técnica de macrodiluicdo em
Caldo Mueller-Hinton (CLSI, 2010).

Para avaliacdo da atividade antibacteriana pelo teste de DD, as culturas puras
crescidas em Agar Tripticase Soja (TSA) contendo 1% de NaCl foram ajustadas a uma
concentracdo de 108 UFC mL™, a partir de diluicdo em solucdo salina a 1% (Vibrio) e 0,85%
de NaCl (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, Salmonella e E. faecalis) até a obtencdo de um
padrdo de turbidez compativel com a escala McFarland 0,5 (HINDLER; JORGENSEN,
1995). A densidade oOtica foi aferida em espectrofotometro (Micronal B542) com
comprimento de onda de 625 nm.

Apds o ajuste de concentracgdo, a cultura bacteriana foi inoculada com emprego de
um “swab” em placas de Petri contendo o meio de agar Mueller-Hinton. Apoés a inoculacéo,
os discos embebidos com extrato foram aplicados na superficie do meio, em triplicata, com o
auxilio de uma pinga estéril. Para cada cepa, foi utilizado um disco como controle negativo
(Figura 7) (embebido apenas com o solvente) e o antimicrobiano ciprofloxacin 5 pg (CIP-
Laborclin) como controle positivo. Em seguida, as placas de Petri foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 35°C/24h. Apbs o tempo de incubacdo, os halos de inibi¢cdo foram medidos
com paquimetro digital (Digmess), sendo considerados indicativos de atividade antibacteriana

aqueles que se apresentaram > 6 mm diametro (ENGEL et al., 2006).
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Figura 7 — Controle negativo (disco embebido com solvente) e positivo (disco de ciprofloxacin 5 pg) em

placa contendo V. parahaemolyticus isolado da hemolinfa do camardo Litopenaeus vannamei..

Para a determinacdo da CIM, foram selecionadas as espécies algais que exibiram
bioatividade no teste de DD frente as cepas que apresentaram sensibilidade aos extratos. A
partir das estirpes semeadas em TSA, o indculo foi ajustado em solugdo salina a 1% de NaCl
para os vibrios e 0,85% para os demais géneros de bactérias, até a obtencdo de um padréo de
turbidez compativel com a concentragdo bacteriana de 10° UFC mL™. Foram tomados 50uL
da suspensdo das cepas ajustadas, e semeados em tubos de caldo Mueller-Hinton contendo
concentragdes de extratos algais de 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 ¢ 1024 g mL™. Os tubos
foram incubados em estufa bacterioldgica a 35°C por 24h.

Apos o periodo de incubacdo, o crescimento bacteriano foi caracterizado pela
turvacdo do meio de cultura. Portanto, a CIM foi determinada pelo tubo com a menor

concentracédo capaz de inibir o crescimento bacteriano.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As macroalgas com atividade antibacteriana foram: P. gymnospora, H.
musciformis e U. fasciata. O mesmo ndo foi demonstrado pelas algas Laurencia sp, G.
domingensis e C. prolifera.

Apenas o alcool etilico, um solvente polar, quando usado na extracdo do potencial
antibiotico das algas apresentou eficacia, portanto, pode-se sugerir que o composto bioativo
seja de origem polar. Os demais solventes organicos empregados (acetona, hexano e metanol)
ndo foram eficazes na extragdo contra qualquer uma das trinta espécies de bactérias testadas.

Alguns solventes sdo especificos no isolamento de substancias bioativas de
determinadas espécies de algas. Karthikaidevi et al. (2009) sugerem que determinados
solventes sdo necessarios para extrair substancias antimicrobianas, deste modo a
probabilidade de se constatar acdo antibacteriana de produtos naturais aumenta quando se
utiliza varios solventes durante a triagem.

Contrastando com os resultados alcancados no presente estudo com os solventes,
Osman et al. (2010) obtiveram maior inibicdo dos microrganismos nos extratos algais usando
acetona, seguido por metanol. O extrato etandélico, em seus experimentos, foi 0 menos eficaz
na inibicdo bacteriana. Igualmente, Patra et al. (2009) consideraram de pouca eficécia,
extratos etandlicos de algas oriundas da India. Os melhores extratos de algas obtidos por
Lavanya e Veerappan (2011) foram os metandlicos.

Corroborando com o0s nossos resultados, Umamaheshwari et al. (2009)
verificaram que o extrato da alga Halodule pinifolia obtido com alcool etilico apresentou 0s
maiores halos de inibi¢do contra bactérias Gram negativas e positivas.

A divergéncia nos resultados da literatura pesquisada sobre o solvente mais
eficiente para extracdo torna esta questdo incerta. A problematica pode estar relacionada ndo
apenas com o solvente utilizado na extracdo, mas com uma serie de fatores que interferem no
processo, tais como, a espécie de alga examinada, o local e hora da realizagdo da coleta, o
método de extracdo e por fim, a metodologia utilizada para o ensaio (SALEM et al., 2011).

Cepas do género Vibrio que apresentam fatores de viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos, portanto, potencialmente patogénicas, foram sensiveis a extratos etanolicos.
Da mesma forma, Ravikumar et al. (2002) encontraram cepas de E. coli, K. pneumoniae, P.

aeruginosa, Streptococcus pyogens, S. aureus resistentes a antimicrobianos, e sensiveis a
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extratos das macroalgas Hypnea musciformis, Ulva lactuca, Padina tetrastromatica,
Laurencia cruciata, Caulerpa cupressoides, Gracilaria edulis, dentre outras.

Nesse sentido, Kumaran et al. (2010) demonstraram a capacidade de inibicdo no
crescimento de cepas resistentes a antimicrobianos através da acdo de polissacarideos
sulfatados e polifendis de algas das classes Rhodophyceae e Phaeophyceae. Em contrapartida,
Kantachumpoo e Chirapart (2010) verificaram que extratos brutos de polissacarideos obtidos
de algas marrons, alguns dos quais com alto teor de sulfato, além de ndo inibir o crescimento
de B. subtillis, E. coli, P. aeruginosa, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus e V. Harveyi,
promoveram o crescimento microbiano. Esse fato, segundo os autores, pode estar relacionado
a elevada quantidade de carboidratos no extrato, principalmente a manose, que poderia ter
sido usada como fonte de carbono incentivando o crescimento dos microrganismos testados.

Segundo Govindasamy et al. (2011), a capacidade antibacteriana da alga verde,
vermelha e marrom estd relacionada com o elevado teor de compostos fendlicos e
componentes fitoquimicos. Para Kotnala et al. (2009) a atividade antimicrobiana das algas é
uma indicadora da capacidade de sintese de metabolitos secundarios bioativos. Os
pesquisadores, através de uma investigacdo fitoquimica, revelaram a presenca de fenais,
taninos, alcal6ides, antraquinonas, flavonoides, glicosideos cardiacos, saponinas, esterdides e
terpendides em dezesseis espécies de algas.

Os extratos da macroalga P. gymnospora exibiram atividade contra um amplo
espectro de microrganismos Gram-negativos, inibindo o crescimento de 57% das espécies de
Vibrio analisadas. Dentre elas, bactérias de grande interesse para a aquicultura como V.
parahaemolyticus e V. wvulnificus, apresentando zonas de inibicdo de 9,0 e 7,6 mm,
respectivamente. Os halos observados variaram de 6,0 a 11,0 mm de didmetro (Tabela 2).

Dentre as algas investigadas, os extratos obtidos com a alga marron P.
gymnospora apresentaram uma maior capacidade de inibi¢do das bactérias testadas, resultado
tambem demonstrado por Rizvi; Shameel (2004).

O desempenho vibriocida dessa espécie algal alcancado neste trabalho (Figura 9)
estd de acordo com os achados de Vallinayagam et al. (2009) que obtiveram resultados
satisfatorios na inibicdo de seis espécies de bactérias, e dentre elas, V. cholerae. Os autores
descobriram a presenca de alcodis poli-insaturados em seus extratos relacionados com essa
atividade. Da mesma forma, Manivannan et al. (2011) revelaram halos de inibigéo
consideraveis dos extratos da P. gymnospora frente as cepas de V. cholerae e V.
parahaemolyticus.
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Tabela 2 — Tamanho médio dos halos de inibicdo (mm) dos extratos etandlicos da alga Padina gymnospora

frente a dez cepas padrées ATCC e IOC de diferentes géneros, dez cepas de Vibrio isoladas de hemolinfa do

camardo Litopenaeus vannamei e dez cepas de Vibrio isoladas de ostras Crassostrea rhizophorae

Coletas Controle
Origem Cepa Cadigo »
09/09/10 19/03/11 17/06/11 Positivo
V. xuii H1 8,90+0,3 6,9+0,8 - 34,73
V. coralliilyticus H2 6,8+1,4 6,4+0,3 - 50,57
V. parahaemolyticus H3 - - - 31,55
V. alginolyticus H4 8,3+0,6 75+0,3 6,0+£0,1 46,90
Camario V. brasiliensis H5 - - - 32,49
V. neptunis H6 - 6,9+04 - 41,98
V. navarrensis H7 - 78+0,2 - 50,05
V. vulnificus H8 - - 7,3+04 35,48
V. cholerae H9 102+14 10,1+05 - 39,00
V. diazotrophicus H10 11,0+£0,3 - - 32,62
V. parahaemolyticus 011 9,0+0,9 - 6,7+1,1 30,45
V. parahaemolyticus 012 - - 6,1+0,2 27,89
V. parahaemolyticus 013 - - - 30,52
V. parahaemolyticus 014 - - - 33,07
Ostra V. proteolyticus 015 - 74+0,3 - 28,39
V. litoralis 016 - - - 28,72
V. ponticus 017 - - - 29,01
V. rumoiensis 018 8,6%0,5 - - 37,14
V. parahaemolyticus 019 6,2+0,5 - - 25,34
V. parahaemolyticus 020 7,9+0,3 - 6,2+ 0,6 24,65
V. parahaemolyticus P21 75+0,3 - 6,0 +£0,6 NT
V. vulnificus P22 7605 - - NT
V. alginolyticus P23 7,1+0,6 8,2+0,9 6,0+0,4 NT
V. mimicus P24 - - - NT
Padrio Escherichia coli P25 - - - NT
Pseudomonas aeruginosa P26 - - - NT
Staphylococcus aureus P27 - - - NT
Enterococcus faecalis P28 - - - NT
Samonella P29 - - - NT
V. harveyi P30 - - - NT

- Sem atividade; NT: N&o foi testado o controle positivo
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Figura 9 — Halos de inibicdo dos discos com extrato da alga Padina gymnospora frente a cepa de V. xuii

(a) e V. cholerae (b) isolados da hemolinfa do camardo Litopenaeus vannamei.

A bioatividade de extratos da alga P. gymnospora se estende a bactérias como E.
coli, S. aureus, Enterococcus sp., P. aeruginosa e Salmonella, resultados que ndo foram
alcancados neste trabalho (MANIVANNAN et al. 2011).

Shanmughapriya et al. (2008) atribuiram a bioatividade de macroalgas das classes
Phaeophyta, Rhodophyta e Chlorophyta a compostos de origem lipofilica.

Né&o foi encontrada eficacia dos extratos algais frente a bactérias Gram-positivas,
contrastando com os resultados obtidos por Dubber e Harder (2008), que verificaram maior
sensibilidade das bactérias Gram-positivas que das negativas (Vibrionaceae). Esses autores
observaram, através do método utilizado de fluorescéncia do DNA bacteriano, que o
microrganismo havia sido lisado durante a exposicdo ao extrato algal. Portanto, presumiram

que os extratos além da acdo bacteriostatica teriam também acdo bacteriolitica.
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Tabela 3 - Tamanho médio dos halos de inibigdo (mm) dos extratos etandlicos da alga Hypnea musciformis
frente a dez cepas padrées ATCC e I0C de diferentes géneros, dez cepas de Vibrio isoladas de hemolinfa do

camardo Litopenaeus vannamei e dez cepas de Vibrio isoladas de ostras Crassostrea rhizophorae.

Origem Cepa Cadigo Coletas Con.tr.ole
02/03/10 17/04/11 Positivo
V. xuii H1 - - 34,73
V. coralliilyticus H2 90£15 - 50,57
V. parahaemolyticus H3 7,8+£0,9 - 31,55
V. alginolyticus H4 7,3+0,3 - 46,90
Camardo V. brasiliensis H5 72204 - 32,49
V. neptunis H6 9,7+11 - 41,98
V. navarrensis H7 9,0+£0,8 - 50,05
V. vulnificus H8 - - 35,48
V. cholerae H9 - - 39,00
V. diazotrophicus H10 - - 32,62
V. parahaemolyticus 011 - - 30,45
V. parahaemolyticus 012 - - 27,89
V. parahaemolyticus 013 84+11 - 30,52
V. parahaemolyticus 014 8,2+0,5 - 33,07
V. proteolyticus 015 - - 28,39
Ostra
V. litoralis 016 - - 28,72
V. ponticus 017 - - 29,01
V. rumoiensis 018 - - 37,14
V. parahaemolyticus 019 - - 25,34
V. parahaemolyticus 020 - - 24,65
V. parahaemolyticus P21 98+1,9 6,9+0,5 NT
V. vulnificus P22 - - NT
V. alginolyticus P23 - - NT
V. mimicus P24 - - NT
Padrio Escherichia coli P25 - - NT
Pseudomonas aeruginosa P26 - - NT
Staphylococcus aureus p27 - - NT
Enterococcus faecalis P28 - - NT
Samonella P29 - - NT
V. harveyi P30 - - NT

-: Sem atividade; NT: Néo foi testado o controle positivo
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Diversos trabalhos consultados (BOUHLAL et al., 2010; KOLANJINATHAN,;
STELLA, 2011; MANILAL et al., 2008) revelaram que bactérias Gram-positivas sdo mais
susceptiveis aos extratos de macroalgas. Chiheb et al. (2009) constataram a susceptibilidade
de S. aureus a 28 espécies de macroalgas testadas. Do mesmo modo, Manilal et al. (2011)
investigando a bioatividade de Laurencia brandenii, comprovaram que a maxima atividade
foi contra as Gram-positivas, contrastando com uma moderada sensibilidade do extrato da
alga apresentado frente as Gram-negativas. Salem et al. (2011) também registraram uma
maior susceptibilidade de bactérias Gram-positivas (zona de inibicdo 19 mm) do que Gram-
negativas (zona de inibicdo 14 mm) quando usaram extratos de oito algas vermelhas tendo
como solvente acetato de etila e metanol.

Nesse sentido, Christobel et al. (2011) revelaram que macroalgas das classes
Chlorophyceae, Phaeophyceae e Rhodophyceae, inclusive H. musciformis foram mais ativas
contra as bactérias Gram-negativas, sugerindo que os compostos bioativos poderiam ser de
origem fendlica, o que facilitaria a solubilizacdo da camada lipopolissacaridica da parede
celular desse grupo de microrganismos, induzindo a entrada das moléculas inibidoras.

Os resultados dos testes realizados com os extratos da macroalga H. musciformis
estdo apresentados na tabela 3. Os extratos exibiram atividade contra microrganismos Gram-
negativos (V. parahaemolyticus, V. alginolyticus V. coralliilyticus, V. neptunis, V. navarrensis
e V. brasiliensis).

A bioatividade de H. musciformis foi observada contra 30% das cepas, com halos
de inibicdo variando de 6,9 a 9,8 mm de diametro, todas do género Vibrio (Figura 10).

Bouhlal et al. (2010) reportaram halos de inibi¢do que variaram de 15,0 a 35,0
mm de didmetro. O maior halo encontrado foi contra S. aureus. Da mesma forma, o poder dos
extratos de H. musciformis foi notado por Kolanjinatha e Stella (2009) frente a E. coli, P.

aeruginosa, S. aureus, K. pneumoniae, E. faecalis.
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Figura 10 — Halos de inibicdo dos discos com extrato da alga H. musciformes frente as cepas de V.

parahaemolyticus (a) e V. neptunis (b) isolados da hemolinfa do camaréo Litopenaeus vannamei.

Lipton et al. (2009) comprovaram a capacidade vibriostatica dos metabdlitos
secundarios extraidos de H. musciformis através da diminuicdo da carga bacteriana nos
camardes. Os metabolitos eram adicionados a racdo dos camarfes durante dez dias, depois
vibrios patogénicos eram injetados nesses crustdceos. Desta forma, o0s metabdlitos
contribuiam para a remoc¢do bacteriana e, conseqiientemente aumentava a resisténcia dos
crustaceos a doencas. Experimento semelhante foi realizado com outra espécie de alga
vermelha, Gracilaria fisheri. Foi constatado que seu extrato etandlico numa concentragéo de
90 pg/ml™, injetado no alimento do camardo Penaeus monodon, produzia atividade
antimicrobiana contra cepa virulenta de Vibrio harveyi (KANJANA et al., 2011).

Extratos de H. musciformis preparados com cloroférmio-metanol foram
analisados por cromatografia gasosa-espectrometria de massa e 0s resultados comprovaram,
que os acidos graxos, especialmente o acido hexadecandico foi o principal componente
encontrado neles (ABD-ELNABY, 2010).

Os resultados dos experimentos com os extratos da macroalga U. fasciata estdo
apresentados na Tabela 4 e Figura 11. Foi evidenciada atividade bactericida frente a 40% dos
microrganismos testados. O maior tamanho de zona de inibicdo medido na placa foi de 8,4
mm contra V. alginolyticus e 0 menor contra V. vulnificus, 6,0 mm de diametro.
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Tabela 4 — Tamanho médio dos halos de inibicdo (mm) dos extratos etanélicos da alga Ulva fasciata frente a dez
cepas padrdes ATCC e IOC de diferentes géneros, dez cepas de Vibrio isoladas de hemolinfa do camaréao

Litopenaeus vannamei e dez cepas de Vibrio isoladas de ostras Crassostrea rhizophorae.

Origem Espécie Cddigo Coletas Con.tr.ole
06/11/10 17/06/11 Positivo
V. xuii H1 - - 34,73
V. coralliilyticus H2 7,5+14 - 50,57
V. parahaemolyticus H3 - - 31,55
V. alginolyticus H4 - 6,7+0,2 46,90
Camario V. brasiliensis H5 74+0,6 - 32,49
V. neptunis H6 - - 41,98
V. navarrensis H7 - 6,6 0,4 50,05
V. vulnificus H8 - - 35,48
V. cholerae H9 6,5+0,1 - 39,00
V. diazotrophicus H10 8,35+0,4 - 32,62
V. parahaemolyticus 011 - - 30,45
V. parahaemolyticus 012 - - 27,89
V. parahaemolyticus 013 - - 30,52
V. parahaemolyticus 014 - - 33,07
Ostra V. proteolyticus 015 73+1,3 - 28,39
V. litoralis 016 - - 28,72
V. ponticus 017 - - 29,01
V. rumoiensis 018 - - 37,14
V. parahaemolyticus 019 6,4+0,3 6,8+0,4 25,34
V. parahaemolyticus 020 75+11 - 24,65
V. parahaemolyticus P21 - 70+04 NT
V. vulnificus P22 6,0+0,4 - NT
V. alginolyticus P23 8,4+0,5 6,6 £0,5 NT
V. mimicus P24 - - NT
Padrio Escherichia coli P25 - - NT
Pseudomonas aeruginosa P26 - - NT
Staphylococcus aureus p27 - - NT
Enterococcus faecalis P28 - - NT
Samonella P29 - - NT
V. harveyi P30 - - NT

-: Sem atividade; NT: Néo foi testado o controle positivo
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b)

Figura 11 — Halos de inibicdo dos discos com extrato da alga U. fasciata frente as cepas de V.

parahaemolyticus (2) e V. alginolyticus (b) isolados da hemolinfa do camardo Litopenaeus vannamei.

Estudos anteriores demonstraram que o0 extrato aquoso de Ulva fasciata
apresentou concentracdes inibitérias minima (CIM) de 16,2; 54; 7,1 e 15 mg/ml, para
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeuroginosa e Staphylococcus aureus
respectivamente (PRIYA; ALI, 2011).

De acordo com Osman et al. (2010), os extratos de algas verdes preparados com
etanol, metanol e acetona foram os mais ativos para as bactérias Gram-positivas Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus e Streptococcus aureus, e para as Gram-negativas Escherichia
coli, Salmonella sor Typhi e Klebsiella pneumoniae. Quando a alga U. fasciata foi testada
contra Bacillus subtilis, S. aureus, Streptococcus aureus, E. coli, Salmonella sor Typhi e K.
pneumoniae foram evidenciadas zonas de inibicdo de até 24,66 mm de didmetro. Estudos
mostram a capacidade dessa alga em inibir também patégenos de peixes tais como: V.
alginolyticus, Aeromonas hydrophila e Enterobacter sp (PRIYADHARSHINI et al., 2012).

Recentemente, metabolitos secundarios de U. fasciata foram testados frente a
vibrios patogénicos isolados de peixe, sendo detectados diterpendides com atividade
antibacteriana contra V. parahaemolyticus e V. harveyii (CHAKRABORTY et al., 2010).

De acordo com Selvin et al. (2004) houve um aumento significativo nos fatores de
defesa do camardo cultivado, evidenciados por testes de hemograma, indice de aglutinacgéo,
taxa fagocitica, depuracdo bacteriana e atividade bactericida do soro de camarfes tratados
comparado ao grupo controle (camardo sem tratamento ), quando alimentado com metabdlitos
secundarios de U. fasciata incorporados na dieta, atraves da pulverizacdo no alimento.

Baseado na andlise da carga bacteriana do intestino dos camardes foi constatado que o0s
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metabolitos secundarios dessa macroalga poderiam ser usados como agente profilatico na
carcinicultura.

Proteinas, tais como as lectinas de algas marinhas vermelhas, foram relacionadas
com a inibicdo do crescimento de V. vulnificus isolado de ambiente marinho (LIAO et al.,
2003). A atividade antibacteriana dos extratos aquosos de U. fasciata e H. musciformis frente
a cepas Gram-positivas também poderiam indicar a acdo de lectinas agindo sobre agucares
especificos da membrana celular das bactérias, causando aglutinacdo (CHARZEDDINE;
FARINAS, 2001). Na verdade, as algas possuem diversos compostos bactericidas tais como:
amino&cidos, terpenodides, florotaninos, acido acrilico, compostos fenodlicos, esterdides,
derivados halogenados, cetonas, alcanos, polissulfuretos ciclicos e &cidos graxos (WATSON,;
CRUZ-RIVERA, 2003).

Os resultados variaram nas diferentes épocas do ano para P. gymnospora. O maior
desempenho antibacteriano dos extratos etanélicos dessa alga aconteceu quando a coleta foi
realizada em setembro de 2010, diminuindo, de maneira gradativa, em margo e junho de
2011.

Para os extratos etandlicos de H. musciformis, bons resultados foram obtidos em
marco de 2010, sendo apenas uma cepa, sensivel ao extrato da alga coletada em abril de 2011.
Nenhuma inibigédo foi constatada no uso de extratos de algas coletadas em agosto de 2010 e
em margo e junho de 2011. Ja para os extratos etanolicos de U. fasciata o melhor efeito contra
as cepas testadas aconteceu em novembro de 2010, diminuindo em junho de 2011. Essa queda
da acdo antimicrobiana foi constatada pela diminuicdo do nimero das cepas sensiveis,
visualizada através da diminuicdo dos halos, confirmado através do teste de DD.

A divergéncia nos resultados dos extratos da mesma espécie de alga, coletada em
meses diferentes, sugere que os extratos mais eficientes foram preparados com algas coletadas
no verdo (auséncia do periodo chuvoso). Diferente dos achados, Abd-Elnaby (2010) revelou
que os extratos preparados com a alga Ulva lactuca mostraram forte atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-negativas no inverno, enquanto que no verdo exibiram a maior
atividade contra bactérias Gram-positivas.

Além da época da coleta, a presenca de bactérias patogénicas associadas a
superficie de algas pode induzir a producdo de compostos antibacterianos, fato constatado por
Abd-Elnaby (2010).

Quando as cepas anteriormente sensiveis aos extratos etandlicos de U. fasciata, P.
gymnospora e H. musciformis foram submetidas ao teste de CIM as concentra¢Ges variaram
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de 4 a 1024 pg/mL™.Contudo, mesmo nos extratos mais concentrados ndo foi possivel
encontrar a CIM de todas as cepas sensiveis no teste de DD.

A CIM do extrato de P. gymnospora para V. alginolyticus e V. diazotrophicus foi
de 512 pg/mL ¢ 1024 pg/mL, respectivamente. A CIM do extrato de U. fasciata para as cepas
V. alginolyticus e V. diazotrophicus foi de 1024 pg/mL. E a do extrato de H. musciformis para
V. coralliilyticus, V. parahaemolyticus e V. navarrensis foi de 1024 ug/mL. Deste modo, a
CIM mais baixa registrada quando foi usado o extrato etandlico de P. gymnospora contra V.
alginolyticus foi de 512 ug/mL.

Corroborando com a presente pesquisa em relagdo a alta concentragdo das CIM
detectadas para os extratos algais, Kolanjinathan e Stella (2011) encontraram que a CIM dos
extratos metandlicos da alga Gracilaria corticata frente a bactérias Gram-negativas e
positivas variaram entre 1, 25 e 5 mg/mL, ja os extratos hexanicos da mesma alga variaram de
5 a 80 mg/mL. O extrato aquoso bruto de U. fasciata apresentou os valores de MIC de 16.2,
54, 7.1 e 15 mg/mL contra E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus,
respectivamente (PRIYA; ALI, 2011). Concentraces mais baixas foram alcancadas na
presente pesquisa.

As fragdes cromatogréficas do extrato metandlico da alga verde Pithophora
oedogonia apresentaram baixos valores de MIC para Streptococcus pyogenes (31.2 = 0.07
pg/mL) e Streptococcus faecalis (31.25 + 0.072 pg/mL) quando comparados com
antimicrobianos, como a ampicilina, que foram de 250 e 500 pg/mL (SUKUMARAN;
THEVANATHAN, 2010).

Normalmente, estudos que envolvem acgédo de extratos de produtos naturais e/ou
testes da CIM relatam que sdo usadas quantidades maiores do que aquelas utilizadas para o
mesmo fim, quando se testa antimicrobianos comerciais (AL-HAJ et al., 2010). Isto se deve
ao fato de que, extratos sdo misturas complexas de varios compostos, sendo as porgdes do
principio bioativo muito baixas, necessitando assim de uma maior concentragdo e/ou volume
para inibir o crescimento do microrganismo (BANSEMIR et al., 2006). Ratificando essas
observagdes a CIM dos extratos algais avaliados na presente pesquisa apresentaram-se muito

acima do controle positivo (ciprofloxacin 5 pg).
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5 CONCLUSAO

Os resultados da triagem com macroalgas das familias Phaeophyceae,
Rhodophyceae e Chlorophyceae da costa cearense estudadas indicaram que a Padina
gymnospora, Hypnea musciformes e Ulva fasciata apresentaram atividade antibacteriana
contra vibrios resistentes a antimicrobianos, com fatores de viruléncia isolados de ostra e da
hemolinfa de camardo, além de cepas padrdes ATCC de vibrios.

O alcool etilico foi o solvente mais eficaz na obtencéo do extrato capaz de inibir o
crescimento bacteriano.

Padina gymnospora foi a macroalga que apresentou a maior capacidade inibitoria
das espécies de Vibrio (57%) e as maiores zonas de inibigdo, seguida pela Ulva fasciata
(40%) e por ultimo a Hypnea musciformes (30%).

O menor valor da CIM encontrada foi com o extrato etanolico da Padina
gymnospora com 512 pg/ mL contra V. alginolyticus.

A atividade bactericida dos extratos algais variou de acordo com as diferentes
coletas realizadas.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que os extratos de macroalgas
marinhas poderiam servir como uma fonte potencial de produtos naturais biologicamente

ativos para aplicacdo na industria.
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