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Resumo 

 As microalgas têm um papel fundamental na produção de diversos organismos 

marinhos, principalmente na sua fase larvar, sendo indispensáveis à sua criação. Para 

além da sua importância nutricional, diversos estudos apontam para a existência de 

outros compostos com propriedades imunomodulatórias em microalgas. Estes 

compostos podem ajudar a reduzir os impactos nos surtos de zoonoses em instalações 

de aquacultura, nomeadamente na de Sparus aurata.  

 Neste trabalho estudou-se a actividade biológica de extractos aquosos das 

microalgas Tetraselmis chuii (T-iso), Isochrysis galbana, Nannochloropsis oculata, 

Scenedesmus sp. e Botryococcus braunii em relação à sua influência no respiratory 

burst de fagócitos de Sparus aurata e à capacidade antimicrobiana sobre Listonella 

anguillarum, Vibrio fischeri e Photobacterium danselae piscicida dos extractos 

aquosos, de hexano acetona e éter dietílico das referidas microalgas. Também se 

determinou a actividade antioxidante dos extractos aquosos por método de DPPH e por 

capacidade quelante de Fe
2+

 e Cu
2+

. 

 O presente trabalho apontou para a existência de propriedades antioxidantes, 

determinadas pelo método DPPH, nos extractos aquosos com 10 mg/mL de T. chuii, B. 

braunii, Scenedesmus sp. e N. oculata, tendo registado actividades antioxidantes de 

73,2±2,4%; 38,6±4,9%; 23,0±3,1% e 18,6±3,0%, respectivamente. Todos os extractos 

aquosos mostraram capacidade quelante de Fe
2+

, com a I. galbana  e a Scenedesmus sp. 

a terem o registo mais elevado de, respectivamente, 101,24±2,69% e 102,09±1,03%. A 

actividade quelante de Cu
2+

 de I. galbana, T. chuii, B. braunii, Scenedesmus sp. e N. 

oculata foi respectivamente de 32,53 ± 5,89%, 18,43 ± 18,56%, 26,27 ± 18,03%, 9,68 ± 

16,84% e 29,32 ± 17,76%. 

 O estudo da indução da produção de ROS apenas revelou diferenças 

significativas nas amostras de 2 dos 3 peixes estudados individualmente, destacando-se 

as microalgas I. galbana e  Scenedesmus sp.. No entanto não houve diferenças 

significativas considerando a média dos 3 peixes, concluiundo-se que os fagócitos 

reagem de forma diferente de peixe para peixe ao estímulo provocado por estas 

microalgas. Quanto à indução da produção de NO, apenas a I. galbana estimulou a sua 

produção. 

 Não foram observadas propriedades antibióticas nos extractos aquosos 

estudados, sobre L. anguillarum  nem contra P. damselae piscicida. 



iv 

 

Palavras – chave: microalgas; actividade antioxidante; actividade antimicrobiana; 

actividade quelante, respiratory burst. 
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1. Introdução 

 Nos últimos anos assistimos ao crescimento da população mundial, estimando-

se que se ultrapasse os 7.000 milhões de habitantes em 2012 (USCB., 2011) e 

consequentemente, a uma necessidade de encontrar recursos em quantidade e qualidade 

suficientes para alimentar um tão vasto número de pessoas. Uma das formas de 

aumentar a quantidade de recursos disponíveis, nomeadamente a proveniente dos 

oceanos, é a aquacultura, processo esse que se tem desenvolvido rapidamente nas 

últimas décadas.  

 A indústria da aquacultura aumentou de forma significativa a sua importância 

como fonte de proteína animal para satisfazer a crescente procura dos mercados 

mundiais, tendo o seu crescimento quadruplicado nos últimos 20 anos (Naylor et al. 

2000). O consumo de peixe em todo o mundo, em 2006, foi de cerca de 106 milhões de 

toneladas, entre os quais, apenas 43% provieram de aquacultura (FAO, 2007). Uma das 

razões para o aumento do consumo de peixe de aquacultura é o decréscimo dos stocks 

selvagens de muitas espécies devido ao impacte de diversas actividades humanas, entre 

as quais a pesca (Tidwell & Allan, 2001). O exemplo que melhor ilustra o sucesso e 

crescimento da aquacultura é o salmão do Atlântico (Salmo salar L.), cuja produção em 

aquacultura supera largamente as capturas selvagens (Asche, 1996). Outra espécie 

produzida em grande quantidade em aquacultura, principalmente na região 

mediterrânica, é a dourada (Sparus aurata L.; fig. 1A). A dourada é uma espécie 

subtropical, da família Sparidae, cuja distribuição se estende desde o Mediterrâneo até 

às regiões costeiras da zona Este Atlântica, entre o Senegal e a Escócia (FishBase, 

2011). Pode atingir um comprimento máximo de 70 cm e habita predominantemente a 

zona infralitoral, em fundos arenosos (Saldanha, 1997). A sua produção mundial em 

aquacultura ultrapassou as 120 mil toneladas em 2007, tendo este sido o ano de maior 

produção registado até à data (FAO, 2011). 

 

1.1. Aquacultura de dourada 

 S. aurata (fig. 1A) é um peixe hermafrodita protândrico com desenvolvimento 

ovárico assíncrono (Chavanne et al., 2008) e os machos atingem a maturidade sexual 

por volta dos dois anos (20-30 cm). A escala temporal em que ocorre a alteração sexual 

de machos para fêmeas é incerta, embora geralmente ocorra ao fim de 1 a 2 anos de 

actividade do peixe como macho. Normalmente existe uma parte do cardume, tanto em 
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cativeiro com na Natureza em que alguns elementos não têm função sexual activa. A 

determinação sexual é importante quando se pretende obter casais para desova (Bruslé-

Sicard & Fourcault, 1997). 

 O sistema de produção de dourada (fig. 2) inclui, em muitas instalações de 

aquacultura, grupos de reprodutores, embora estes também possam ser capturados na 

natureza. Após a desova, as larvas (fig. 1B) são mantidas em tanques de 600 a 10.000 

litros (fig. 3A), alimentando-se endogenamente durante 3 a 4 dias. Após este período 

começam a alimentar-se de rotíferos, que são bioencapsulados com microalgas de perfil 

nutricional adequado. 10 dias pós eclosão começam a ser alimentadas com nauplius de 

Artemia salina até as larvas completarem a metamorfose. Durante o período em que é 

necessário fornecer alimento bioencapsulado noutros organismos, por norma são 

adicionadas microalgas à água do tanque as quais, para além de terem uma função 

nutritiva, também contribuem para a limpeza da água e fornecimento de oxigénio 

(Wittenrich, 2007; FAO, 2011).  

 

 

Figura 1 – Dourada adulta (A) e larva de dourada (B). Fonte (A): 

http://extra.istitutoveneto.it/venezia/divulgazione/pirelli/pirelli_2005_en/Banca_Dati_Ambientale/192.16

8.10.66/pirelli_new/divulgazione/valli/index9e43.html 

 

 Após o momento em que se começam a alimentar de compostos preparados, os 

juvenis são colocados em tanques progressivamente maiores (fig. 3B). Os juvenis de 

maiores dimensões podem ser mantidos em jaulas no oceano ou em lagoas de água 

salgada. O processo de produção de dourada em cativeiro demora cerca de um ano, 

altura em que os peixes atingem um peso de mercado de cerca de 300 a 400 g (FAO, 

2011).  
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Figura 2 – Esquema do ciclo de cultivo de dourada e respectivas fases de desenvolvimento. Fonte: 

http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Sparus_aurata/en 

 

 

Figura 3 – Tipos de tanques de cultivo de dourada, com um exemplo de tanque larvar (A) e raceways para 

crescimento de juvenis (B). Fonte: http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Sparus_aurata/en 
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1.2. Doenças infecciosas em aquacultura 

 Uma das maiores dificuldades que a aquacultura moderna enfrenta é a 

ocorrência de doenças infecciosas. A alta densidade de peixe mantida nos tanques e a 

elevada quantidade de matéria orgânica em suspensão e dissolvida resultante, criam um 

meio propício para o crescimento e transmissão de agentes patogénicos (Shoemaker et 

al., 2000). As altas densidades de peixe conduzem a um aumento de stress a que os 

animais estão sujeitos, enfraquecendo o seu sistema imunológico (Moriarty, 1999). 

 A contínua exposição dos organismos a factores de stress vai portanto, diminuir 

a sua resistência a agentes patogénicos. A ocorrência de doenças infecciosas, na maioria 

das espécies cultivadas causa epizootias, ou seja, doenças contagiosas que atacam um 

número elevado de animais ao mesmo tempo e na mesma região e que se propagam 

com rapidez. A primeira bactéria a ser relacionada como causadora de doença em peixes 

foi a Listonella (Vibrio) anguillarum, em 1718 (Nygaard, 2006). Os agentes 

patogénicos mais comuns são as bactérias Gram-negativas Aeromonas spp. e Vibrio 

spp.. Estes dois géneros pertencem à família Vibrionaceae e causam grande mortalidade 

em instalações de aquacultura devido à alta densidade de stock em instalações 

confinadas. Aeromonas spp. contaminam preferencialmente peixes de água doce, 

enquanto o Vibrio spp. causa maior contaminação em peixes de água salgada. As 

espécies descritas de Vibrio incluem V. (Listonella) anguillarum, V. ordalli, V. damsela, 

V. carchariae, V. vulnificus, V. alginolyticus e V. salmonicida (Reed & Francis-Floyd, 

1996), entre muitas outras. 

 Os oomicetos Saprolegnia parasitica e os fungos Fusarium spp. são o segundo 

tipo de infecção mais comum, sendo particularmente vulneráveis a elas os crustáceos 

decápodes e o salmão (Salmo sp., Pottinger & Day, 1999; Subasinghe et al., 2000).  

 As bactérias Gram-positivas do género Streptococus afectam maioritariamente 

espécies de água doce, como por exemplo a tilápia (Oreochromis spp. Shoemaker et al., 

2000). Outro agente patogénico que tem causado zoonoses graves em diversas espécies 

de peixe, como por exemplo a Solea senegalensis K., é a bactéria Photobacterium 

damselae piscicida, antes designada por Pasteurella piscicida (Zorrilla et al., 1999; 

Arijo et al., 2005). A doença causada pelo P. damselae piscicida caracteriza-se pela 

presença de nódulos brancos nos órgãos internos, normalmente nos rins e baço, e feridas 

na pele. A mortalidade da S. senegalensis é particularmente elevada quando a 

temperatura da água ultrapassa os 18ºC (Díaz-Rosales, 2007). 
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 Relativamente à produção de dourada, os agentes patogénicos mais frequentes 

são: Vibrio (ou Listonella) aguillarum, V. alginolyticus, V. harvey e V. splendidus – 

causadores de vibriose; Photobacterirm damsela piscicida – causador de pasteureólise 

ou pseudotuberculose; Pseudomonas fluorescens – causador de septicémia; Flexibacter 

spp. – causadoras de necrose, periotite cranial e vertebral e Aeromonas spp. causadoras 

de furunculose (Balebona, 1998). Na Tabela 1 encontram-se resumidas as doenças que 

mais afectam a dourada de aquacultura. 

 Devido às perdas económicas associadas à prevenção e tratamento de infecções, 

impactos ambientais sobre os ecossistemas e questões de segurança humana, os vários 

agentes patogénicos referidos são alvo de grande preocupação para a indústria da 

aquacultura. Uma vez que alguns destes patógenos como o Vibrio spp. (Blake et al. 

1979), Aeromonas spp. (Gracey et al., 1982) e Streptococcus spp. (Appelbaum, 1992) 

são potenciais transmissores de zoonoses, ou seja, podem contagiar o ser humano, sendo 

necessário garantir a segurança dos produtos de aquacultura de forma a não colocar em 

risco a saúde pública. O Vibrio spp. em particular, é transmissível por consumo de peixe 

ou marisco infectado podendo causar gastroenterite (Ottaviani et al., 2010), septicémia 

(Anderson et al., 2004) e cólera (Jain et al., 2011). 
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Tabela 1 - Doenças que mais afectam a dourada e respectivas medidas de controlo 

(Fonte: FAO, 2011) 

Doença Agente Tipo Síndrome Medidas 

Pasteurólise 

ou Pseudo 

tuberculose 

Photobacterium 

damselae 

piscicida 

Bactéria 

Gram - 

Anorexia; 

necrose das 

brânquias 

Vacinação de reprodutores e 

juvenis; Uso de 

imunoestimulantes e 

tratamentos vitamínicos; 

antibióticos; desinfecção da 

água 

Vibriose 

Photobacterium 

damselae 

damselae 

Bactéria 

Gram - 

Pele escura; 

letargia; 

abdómen 

distendido; 

hemorragias 

Evitar alimentos com alto teor 

lipídico; antibióticos; 

desinfecção da água 

Vibrio 

alginolyticus 

Bactéria 

Gram - 

Hemorragias; 

pele escura; 

lesões na 

pele 

Antibióticos; desinfecção da 

água 

Vibrio 

(Listonella) 

anguillarum 

Bactéria 

Gram - 

Letargia; 

anorexia; 

cabeça em 

posição 

descendente 

Antibióticos; desinfecção da 

água 

Linfocistes Iridoviridae Vírus 
Pseudo 

tumor branco 

Reduzir a alimentação; reduzir 

a biomassa 

  

 Contudo, e sendo em primeiro lugar agentes patogénicos de organismos 

marinhos, estes parasitas podem afectar as populações selvagens de diversas espécies, e 

não só os organismos directamente relacionados com o stock de criação. Como 

exemplo, a bactéria A. salmonicida, tem a capacidade de infectar a maioria dos 

salmonídeos, podendo infectar também muitas outras espécies de peixe, tais como 

Carassius auratus auratus, Salvelinus fontinalis M., Thymallus thymallus L., 

Coregonus spp., Lota lota L. e Leuciscus leuciscus L. (Austin, 1993; Hirvelä-Koski, 
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2005). Daí o perigo da ocorrência de surtos de agentes patogénicos em instalações de 

aquacultura, transmissíveis pela água, que podem contaminar todo o ecossistema 

envolvente. Problemas deste género podem ainda ser disseminados de forma mais 

ampla quando ocorrem fugas de peixes infectados para o meio selvagem. Registos de 

problemas deste género já causaram declínios graves, ou mesmo a extinção de 

populações isoladas que tinham defesas reduzidas contra estirpes de agentes 

patogénicos aos quais nunca tinham sido expostas (Heggberget et al. 1993). Alguns 

exemplos disto incluem a extinção de 30 populações de salmão por contaminação com 

Platelmintes Gyrodactylus salaris, mortalidade de salmão adulto selvagem por 

contaminação com furunculóse (Heggberget et al. 1993) ou o contágio por parasitas dos 

género Bothriocephalus spp., normalmente presente na carpa chinesa 

Hypoththalmichthys molitrix e endémica do rio Amur, na China, mas que actualmente 

se encontra disseminada por todo o mundo devido ao comércio de ciprinídeos para 

aquacultura (Boomker et al., 1980). Por todas estas razões torna-se essencial evitar a 

ocorrência de doenças em peixes de aquacultura. 

 

1.2. Sistema imunitário dos peixes 

 O sistema imunitário protege o organismo contra doenças, identificando e 

eliminando os agentes patogénicos e combatendo o desenvolvimento de tumores 

(Shankaran et al., 2001). Outra função importante do sistema imunitário consiste em 

participar no processo que mantém a homeostasia durante o processo de crescimento do 

organismo após a reacção a uma resposta inflamatória ou danos nos tecidos lesados 

(Magnadotir, 2010). 

 A organização anatómica do sistema linfóide dos peixes teleósteos (fig. 4) inclui 

o timo, rim cefálico (head kidney), baço e a mucosa associada ao tecido do sistema 

linfóide (Iwama & Nakanishi, 1996). Os peixes dependem de mecanismos de defesa, 

específicos ou adaptativos e não específicos, também designados de inatos, que os 

protegem de agentes patogénicos, incluindo bactérias, vírus e outros parasitas (Iwana & 

Nakanishi, 1996). Embora ambos os sistemas imunitários inato e adaptativo tenham 

mecanismos de protecção contra organismos invasores, diferem de várias formas. O 

sistema imunitário adaptativo necessita de algum tempo para reagir contra o organismo 

invasor da primeira vez que o detecta no organismo, enquanto o sistema imunitário 
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inato inclui sistemas de defesa que, na sua maioria, estão sempre presentes e prontos 

para serem mobilizados em caso de infecção.  

 

 

Figura 4 - Estruturas do sistema imunitário de um peixe teleósteo, fêmea. Adaptado de Scott (1996). 

 

 O sistema imunitário adaptativo é específico para um antigénio e reage apenas 

contra o organismo que induz a sua resposta. Pelo contrário, o sistema imunitário inato 

não é específico para um antígeno e reage da mesma forma para uma grande variedade 

de organismos. O sistema adaptativo também possui memória imunológica, ou seja, 

reconhece um organismo invasor, ou uma das suas moléculas, que tenham entrado em 

contacto com células desse sistema reagindo mais rapidamente à exposição posterior ao 

mesmo organismo. Pelo contrário, o sistema imunitário inato não possui memória 

imunológica, daí não ter capacidade de desencadear mecanismos de defesa mais 

eficazes e rápidos em caso de exposições subsequentes ao mesmo agente como o 

adaptativo (Iwama & Nakanishi, 1996). 

 O conjunto de orgãos do sistema imune dos peixes é menos complexo que o dos 

mamíferos, tendo um potencial de resposta mais limitado para combater invasões por 

agentes patogénicos, daí a maior importância do sistema inato dos peixes (Tort et al., 

2003). Comparativamente aos mamíferos, os peixes têm menor afinidade para 
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anticorpos e daí uma menor resposta contra esses anticorpos, possuem também uma 

memória imunitária mais fraca. Por outro lado, possuem tecido linfóide associado à 

pele, brânquias e intestino que protegem os peixes contra agentes patogénicos. A 

epiderme dos peixes está repleta de secreções, proteínas antimicrobianas, lisozimas, 

fosfatases e tripsina, embora a sua quantidade e actividade varie entre espécies (Fast et 

al., 2002). 

 Nos peixes é de salientar a importância da zona anterior do rim, head kidney, 

que não tem função renal (Zapata 1981) e contém uma grande quantidade de tecido 

linfóide (Iwama & Nakanishi, 1996). 

 O sistema imunitário inato é dividido em três constituintes: epitélios e mucosas, 

constituintes humorais e componentes celulares. Os epitélios são barreiras físicas contra 

agentes invasores enquanto que as mucosas são barreiras físicas e químicas. Os 

constituintes humorais ganham importância quando as barreiras físicas são rompidas e 

ocorre infecção, dando início ao processo inflamatório. Os factores humorais estão 

presentes no soro embora também possam ser formados no local da infecção e incluem 

o sistema complemento, o sistema de coagulação (Magnadottir, 2010) e lectinas que 

actuam como aglutininas de bactérias (Russell & Lumsden 2005). Os peixes também 

têm células citotóxicas não-específicas que atacam tumores, acreditando-se que sejam 

os equivalentes às células natural killers dos mamíferos (Ellis, 2001; Fischer et al., 

2006).  

 O sistema imunitário inato inclui componentes celulares, das quais se destacam 

as células fagocíticas. Os fagócitos são células que fazem parte do sistema de imunidade 

inato e, como o próprio nome indica, fagocitam vírus invasores, inactivando-os 

intracelularmente e contribuindo para a regeneração dos tecidos afectados por uma 

infecção. As principais células do sistema imunitário inato dos peixes são os neutrófilos 

(granulócitos; fig. 5A) e os monócitos/macrófagos (fig. 5B), todas células fagocíticas 

(Magnadottir, 2010). Estas células podem ser extraídas do organismo e ser cultivadas 

em laboratório, de forma a estudar as suas diversas propriedades (Ortuño et al., 2002; 

Rodríguez et al., 2003; Castro et al., 2004; Díaz-Rosales et al., 2007). Na prática, a 

forma mais simples de separar fagócitos dos outros componentes celulares é fazer uma 

centrifugação por gradiente de densidade com Percoll (Blaxhall & Hood, 1985; 

Secombes et al., 1990; Chung & Secombes, 1988 in Novoa et al., 1996). É fácil 

purificar o meio de forma a termos apenas fagócitos pois como têm grande capacidade 
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de aderência a superfícies, basta deixar as células em repouso por algumas horas e estas 

assentam no fundo da placa de cultivo. Ao aderirem à superfície permitem-nos eliminar 

o sobrenadante e realizar algumas lavagens de forma a eliminar contaminantes, 

permanecendo os fagócitos sempre aderentes ao fundo (Secombes, 1990; Lamas & 

Ellis, 1994; Iwama & Nakanishi, 1996).   

 

 

Figura 5 - A: Granulócitos (Gr) e células linfóides (L) no órgão de Leydig, de uma Raja radiata, 3500x. 

B: Macrófago (MO) envolto por clusters de tecido linfóide meningeal de Triakis scyllia. Fonte: Iwama & 

Nakanishi, 1996. 

 

1.2.1. Espécies reactivas de oxigénio (ROS) 

 Os fagócitos têm a capacidade de destruir agentes patogénicos, 

intracelularmente, usando uma série de mecanismos, que usualmente são designados 

como dependentes ou independentes de oxigénio (Secombes in Iwama & Nakanishi, 

1996). Quando são fagocitadas partículas, ocorre um aumento do consumo de oxigénio 

independente da respiração mitocondrial e da glicólise, conduzindo à produção de óxido 

nítrico e a espécies reactivas de oxigénio (ROS do inglês reactive oxygen species; 

Secombes & Fletcher, 1992), como por exemplo radical o anião superóxido O2
-
, radical 

hidroxilo HO•, radical hidroperoxilo HO2
•
, peróxido de hidrogénio H2O2, ácido 

hipobromoso HOBr ou ozono O3 (Cadenas & parker, 2002). É a este processo que se dá 

o nome de respiratory burst (Nagelkerke et al., 1990). De acordo com Hardie et al. 
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(1996), o O2
-
 produzido por fagócitos de peixe não é particularmente tóxico para 

agentes bacterianos patógenos, mas o peróxido de hidrogénio e os seus derivados são, 

tendo um papel importante no hospedeiro contra agentes patogénicos (Castro et al., 

2004). Daí a importância do seu estudo para o combate a doenças em aquacultura.  

 Por outro lado, após a fagocitose é necessário eliminar as espécies reactivas de 

oxigénio, pois algumas delas, como o anião superóxido, têm um tempo de vida 

relativamente longo, apresentando a capacidade de se deslocar para o espaço 

extracelular (Kontos et al., 1985) e, até certo ponto, as espécies reactivas de oxigénio 

também são tóxicas para os organismos onde são produzidas. Ao serem libertadas pelos 

fagócitos podem causar danos a compostos bioquímicos sensíveis no espaço 

intracelular. Essas lesões são causadas por lipoperoxidação, proteólise ou degradação de 

ADN (Weiss, 1989). É devido a este perigo que existem actualmente vários estudos 

sobre antioxidantes, de forma a encontrar formas de proteger os organismos quando 

afectados por excesso de produção de espécies reactivas de oxigénio (Secombes, 1990; 

Brand-William et al., 1995; Tocher et al., 2002; Hwang et al., 2010). 

 O balanço entre a produção de ROS e de antioxidantes determina o grau de 

stress oxidativo. Os antioxidantes são, como o nome indica, moléculas com capacidade 

de reagir com outros compostos impedindo a oxidação de substâncias. A produção de 

ROS tem sido associada ao envelhecimento celular, respostas a stress e proliferação de 

cancro, ou seja, a produção de ROS pode ser benéfica em determinadas situações, como 

a invasão do organismo por agentes patogénicos, mas se essa produção for excessiva 

também pode ser prejudicial ao organismo. Contudo, a capacidade das ROS induzirem 

danos e morte celular tem vindo a ser explorada como tratamento de células 

cancerígenas, através de mecanismos mediados por radicais livres (Villamor, 2004). 

 De acordo com Secombes (1996) e Neumann et al. (2001) os macrófagos e 

neutrófilos dos peixes também produzem espécies reactivas de oxigénio durante o 

processo de respiratory burst, em concreto o radical anião superóxido (O2
-
), sendo isto 

associado a uma capacidades dos fagócitos eliminarem agentes patogénicos bacterianos, 

por esse anião ser tóxico para bactérias patogénicas (Hardie et al., 1996; Campos-Pérez 

et al., 1997). Um exemplo de espécies vulneráveis a radicais oxidativos é a bactéria P. 

damselae piscicida (Skarmeta et al., 1995; Barnes et al., 1999). 

 Algumas reações de oxidação-redução com metais como intervenientes, tais 

como ferro e cobre, também podem potenciar o stress oxidativo. O ferro é 



12 

 

particularmente relevante neste aspecto, uma vez que através da reação descrita por 

Haber-Weiss/Fenton gera radicias hidroxilo por reação do ião ferro II com peróxido de 

hidrogénio, seguindo-se uma série de reacções que geram mais ROS (Koppenol, 2000). 

O ferro tem também relevância relativamente à proliferação de bactérias na água, uma 

vez que é essencial para o seu desenvolvimento (Tort et al., 2003). Assim torna-se 

importante reduzir os níveis deste composto na água para valores o mais próximo de 

zero possível quando ocorre algum surto bacteriano. 

  

1.2.2. Espécies reactivas de azoto (RNS reactive nitrogen species) 

 Também algumas moléculas reactivas compostas por azoto têm a capacidade de 

destruir agentes patogénicos (Secombes, 1990). Estas moléculas são também produzidas 

por fagócitos de peixe e têm actividade biocida sobre agentes patogénicos (Scott et al., 

1985) e células cancerígenas (Hibbs Jr., 1991). O radical livre NO• é considerado a 

primeira molécula efectora citotóxica contra agentes patogénicos, embora compostos 

como os iões nitrito e nitrato, as nitrosaminas (Iyengar et al., 1987) e o peroxinitrito 

[ONOO
-
] sejam mais tóxicas (Zhu et al., 1992). O NO• pode reagir inclusive, com o ião 

superóxido, formando peroxinitrito que causa nitratação de proteínas e danos celulares 

(Beckman, 1990 in Tiravanti et al., 2004). A toxicidade induzida por NO• é um 

mecanismo antimicrobiano atribuído preferencialmente a macrófagos, embora os 

neutrófilos também possam ser estimulados a produzir esta molécula (Evans et al., 

1996). Uma das moléculas que induz produção de NO• em macrófagos de peixe é a 

transferrina, que é uma proteína serológica (Stafford et al. 2001), considerada como 

uma forma primitiva de imunorregulação do sistema inato e em particular, de funções 

anti microbiológicas de macrófagos (Neumann et al., 2001). 

 Contudo, o óxido nítrico é um importante sinalizador de muitos processos 

fisiológicos e patológicos, incluindo vasodilatação, inibição da agregação de plaquetas e 

neurotransmissão (Moncada, 1997 in Tiravanti et al., 2004). 

 

1.3. Combate a doenças infecciosas em aquacultura 

 De forma a evitar e combater agentes patogénicos em instalações de aquacultura, 

recorria-se muitas vezes a antibióticos e produtos químicos (tab. 1). Nos anos 80 a 

aquacultura de salmão norueguesa sofreu um surto de vibriose que só não levou ao 
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colapso desta indústria porque se utilizaram grandes quantidades de antibióticos 

(Sommerset et al., 2005). 

 O uso de antibióticos era prática comum, não só para tratar surtos de doença 

como também em tratamento profilático, sendo também usados como promotores de 

crescimento. A sua utilização era vista como uma alternativa mais económica que a 

aplicação de medidas adicionais de higiene e a redução da densidade de stock (Grave et 

al., 1996).  

 Segundo Hansen et al. (1992), alguns dos antibióticos mais utilizados como as 

quinolonas (ácido oxálico e flumequina) e a oxitetraciclina não são facilmente 

biodegradáveis, podendo permanecer activos por longos períodos de tempo no 

sedimento e são bioacumuláveis nos tecidos do stock criado e de outros organismos que 

contactem com este. A utilização excessiva de antibióticos pode conduzir ao 

desenvolvimento de bactérias resistentes a esses antibióticos, sendo necessário doses 

cada vez maiores para controlar os seus surtos (Gudding et al., 1999). Uma das razões 

para as bactérias poderem potencialmente tornar-se patogénicas para o ser humano 

deve-se ao desenvolvimento do armamento metabólico das bactérias resistentes poder 

ser transmitido, por meio de transferência horizontal de genes, para os ecossistemas 

terrestres (Kruse & Sorum, 1994).  

 De forma a evitar os problemas causados pela utilização excessiva de 

antibióticos, a União Europeia proibiu a sua utilização como promotores de crescimento 

em todos os produtos para alimentação humana, a 1 de Janeiro de 2006 (IP/05/1687 

Brussels, 22 December 2005). Devido a esta decisão a indústria da aquacultura tem 

vindo a desenvolver esforços que permitam encontrar alternativas à utilização de 

antibióticos.  

 Nalguns sistemas de piscicultura já se recorre à vacinação, podendo este método 

ser utilizado em situações de surto infeccioso (Iwama & Nakanishi, 1996), ou como 

tratamento profilático para larvas, sendo a vacinação dada aos progenitores antes do 

processo de fecundação (Hanif et al., 2005). Apesar da importância dos crustáceos, 

moluscos e algas marinhas a nível da produção mundial em aquacultura, estes 

organismos não possuem um sistema imunológico específico e adaptado o que torna 

impossível a utilização de vacinas. É no cultivo de peixe que a vacinação toma 

particular importância. Um exemplo da sua importância foi a imersão de peixes em 

vacinas baseadas em meio de cultura inactivo de formalina se ter revelado eficaz no 
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controlo de surtos de vibriose, nos E.U.A. na década de 1970 e na Noruega na década de 

1980 (Sommerset et al., 2006). A eficácia da vacinação resultou na maior recorrência a 

este tipo de tratamento em detrimento dos antibióticos (Sommerset et al., 2005). 

Segundo Sommerset et al. (2006), as vacinas utilizadas actualmente em aquacultura são 

produzidas por grandes empresas, tais como Intervet International (Holandesa), 

Novartis Animal Health (Suíça), Schering Plough Animal Health (E.U.A.), Pharmaq 

(Norueguesa) e Bayer Animal Health (Bayotek)/Microtek. Inc. (Alemã/Canadiana). 

 As terapias alternativas à utilização de antibióticos, tais como a vacinação 

intravenosa (Antipa et al., 1980) e por imersão (Gould, 1978), a utilização de extractos 

de angiospérmicas terrestres (Ardo et al., 2008), algas (Bansemir et al., 2006) e 

microalgas marinhas (Carballo-Cárdenas  et al., 2006) constituem um novo ramo da 

aquacultura e têm demonstrado resultados promissores.  

 

1.4. Compostos bioactivos de origem natural 

 A saúde dos peixes de aquacultura pode ser melhorada sem o recurso a 

compostos artificiais. Existe a possibilidade de recorrer a substâncias biologicamente 

activas, presentes em algas, microalgas e plantas superiores, como eventuais substitutos 

de produtos químicos usados actualmente, uma vez que  algumas das biomoléculas 

presentes nestes organismos têm demostrado possuir propriedades imunoestimulantes, 

antibióticas (Bansemir et al., 2006; Ardo et al., 2008) e antioxidantes (Custódio et al., 

2012). As biomoléculas em causa não causam impacto ambiental e podem ser 

incorporadas em alimento vivo, congelado ou em rações (Sagdiç & Özcan, 2003). A 

diversidade de algas e plantas é tal que existe um potencial enorme de encontrar novos 

compostos biologicamente activos com propriedades interessantes e utilizáveis. 

 As plantas terrestres são usadas à milénios para prevenir e tratar doenças 

humanas (Choudhary et al., 2007;. Kapil & Sharma, 1997;. Nascimento et al., 2000). E 

muitas plantas aparentam ter potencial para utilização em aquacultura, devido às suas 

várias propriedades. Ardo et al.(2008) verificaram que ao incorporar extractos de 

Astragalus membranaceus e Lonicera japonica no alimento de tilápia do Nilo, ocorria 

um estímulo da fagocitose e do respiratory burst das células fogocíticas do sangue. 

Também Rao et al. (2006) e Mohamad & Abrasali (2010) demonstraram a ocorrência 

do aumento da produção do anião superóxido por leucócitos de peixes, após 
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alimentação com extractos de Achyranthes aspera e Inula helenium, Tussilago farfara,  

Brassica nigra, Ichinacea purpurea e Chelidoniume majus. 

 As algas são uma importante de compostos bioactivos, por terem a capacidade 

de produzir metabolitos secundários com grande espectro de actividades biológicas. 

Foram detectados em tecidos de algas verdes, vermelhas ou castanhas compostos com 

actividade antiviral, antifúngica, citostática, vermífuga, antibacteriana e antioxidante 

(Lindequist & Schweder, 2001; Newman et al., 2003). Vários autores descreveram 

também a existência de actividade inibitória de compostos presentes em macroalgas, 

contra agentes patogénicos humanos, fúngicos e leveduras, embora apenas alguns 

tenham demonstrado os efeitos contra agentes patogénicos piscícolas (Sridhar & 

Vidyavathi, 1991; Mahasneh et al., 1995; Val et al., 2001; Liao et al., 2003). Contudo, 

diversos compostos extraídos de macroalgas podem actuar como imunoestimulantes 

para algumas espécies de peixe, destacando-se os polissacarídeos (Fujiki et al., 1997). 

Um bom exemplo é a carragenina, abundante em determinadas algas vermelhas, 

particularmente na espécie Chondrus crispus, que induziu um aumento da actividade 

fagocítica de macrófagos e de resistência contra infecções bacterianas, após ter sido 

injectada em carpas da espécie Cyprinus carpio (Fujiki et al., 1997). Outro exemplo é o 

composto fucoidan, extraído da alga castanha Sargassum polycystum, que tem 

propriedades antibacterianas (Chotigeat et al., 2004). Segundo Bansemir et al. (2006), 

os extractos de 26 espécies de algas em cultivo, preparados usando solventes orgânicos 

com diferentes polaridades (diclorometano, metanol e água), aparentaram ser uma fonte 

interessante de compostos biologicamente activos, podendo ser utilizados no tratamento 

profilático e terapêutico de doenças infecciosas em peixes. Também Castro et al. (2004) 

estudaram a actividade metabólica de fagócitos de Scophthalmus maximus que, quando 

expostos a  extractos aquosos de Ulva rigida, Enteromorpha sp. e Chondrus crispus, 

revelaram uma indução no aumento da actividade oxidativa celular, estando essas 

propriedades imunoestimulantes associadas a polissacarídeos.  

 As algas também possuem propriedades antioxidantes, com potencial interesse 

para dietas de peixes de aquacultura. Entre os compostos antioxidantes existentes nas 

algas destaca-se o α-tocoferol, uma biomolécula sintetizada apenas por organismos 

fotossintéticos (Gómez-Coronado et al., 2004), tendo também uma função 

transportadora de electrões e ainda relacionada com a permeabilidade de membranas, 

por realizar a estabilização da membrana celular (Carballo-Cárdenas et al., 2003). O 
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resultado da sua introdução em dietas de peixes de aquacultura é um melhor 

crescimento e saúde do stock (Tocher et al., 2002).  

 

1.5. Microalgas 

 As microalgas são “algas” microscópicas encontradas vulgarmente em 

ambientes marinhos ou de água doce. Tanto podem existir sob forma unicelular como 

em grupos ou cadeias. A sua biodiversidade é enorme, estimando-se que existam entre 

200.000 a 800.000 espécies, tendo sido descritas apenas 15.000 (Cardozo et al., 2007). 

Segundo Cardozo et al. (2007), foram identificados quimicamente mais de 15.000 

compostos originários de algas. É nesta característica que as microalgas ganham 

particular importância, uma vez que produzem compostos únicos como alguns 

carotenóides, antioxidantes, ácidos gordos, enzimas polímeros, péptidos, tóxinas e 

esteróis. 

  As microalgas são um dos alimentos essenciais para diversos organismos 

marinhos criados em cativeiro. São altamente nutritivas, devido ao seu elevado teor em 

PUFA (Poly Unsaturated Fatty Acids ou ácidos gordos polinsaturados), especialmente 

em ácido eicosapentaenóico (20:5n-3, EPA), ácido araquidónico (20:4n-6, ARA) e 

ácido docosohexaenóico (22:6n-3, DHA; Brown et al., 1997; Natrah et al., 2007). 

Devido ao seu perfil nutricional, estas têm igualmente uma elevada importância na 

alimentação de larvas de peixe (Becker, 2004; Wittenrich, 2007), e de bivalves e 

crustáceos filtradores (Wikfors et al., 1996).  

 As microalgas podem ser adicionadas directamente à água (método de água 

“verde”) ou bioencapsuladas noutros organismos tais como rotíferos e artémia, actuando 

estes como transportadores dos nutrientes das microalgas para o predador final 

(Wittenrich, 2007). Pode-se bioencapsular no mesmo organismo várias espécies de 

microalgas, fornecendo assim maior variedade nutricional ao consumidor das mesmas 

(Wittenrich, 2007). Destacam-se, pelo seu conteúdo em lípidos essenciais para os 

peixes, os seguintes géneros de microalgas: Isochrysis, Nannochloropsis, Scenedesmus 

e Tetraselmis (López et al., 1994; Lourenço et al., 1997; Chen, 2001; Krienitz & Wirth, 

2006). Para além do seu valor como alimento larvar, as microalgas também têm sido 

alvo de estudos sobre a sua aplicação na produção de biocombustível (Koberg et al. 

2011) e na fixação de carbono (Hsueh et al., 2009). 
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 Uma das espécies mais usadas para a alimentação de bivalves e larvas de peixe é 

a microalga I. galbana clone Tahiti, vulgarmente designada por T-iso. A I. galbana é 

uma alga marinha rica em DHA, produzindo igualmente EPA, embora em menores 

concentrações (López et al., 1994). 

 A N. oculata contém um elevado teor de EPA (Zittelli et al., 1999; Tonon et al., 

2002), sendo um excelente complemento à alimentação larvar com T-iso. Uma das 

propriedades que esta espécie possui é a possibilidade de produção de α-tocoferol, um 

composto com alto poder antioxidante (Durmaz, 2007). Também as microalgas do 

género Tetraselmis têm capacidade de produzir este composto (Carballo-Cárdenas et al., 

2003), sendo também utilizadas em aquacultura como alimento de Artemia salina, 

bivalves, crustáceos e corais (Eirik et al., 1998) devido ao seu alto teor de proteína, 

prolina, carotenóides e glícidos (Ghezelbash et al., 2008). 

 A espécie Botryococcus braunii é uma microalga colonial de água doce que tem 

sido estudada como fonte de biocombustível devido ao seu alto teor em hidrocarbonetos 

líquidos, designados por botriocucenos (Samorì et al., 2010) e lípidos (Metzger & 

Casadevall, 1992),  tendo inclusivé sido estudada como fonte de compostos para 

máscaras de beleza (Mendes et al., 2003). 

 As microalgas têm mostrado potencial para diversas aplicações, sendo já 

utilizadas em aquacultura à várias décadas. Como referido anteriormente, são fontes 

naturais de lípidos, entre eles ácidos gordos essenciais, proteínas, hidrocarbonetos, 

vitaminas (Becker, 2004), clorofila e carotenóides. São utilizadas para produzir diversos 

produtos cosméticos. Contudo, as microalgas ainda não são um grupo muito estudado, 

de um ponto de visto biotecnológico. Fazendo um paralelismo com as macroalgas e por 

estudos já realizados com microalgas, elas revelam potencial para diversas aplicações, 

entre elas a produção de compostos imunoestimulantes (Mendes et al., 2003) e 

antioxidantes (Custódio et al., 2012). 

 

1.6. Compostos antioxidantes 

  Como referido anteriomente é necessário encontrar formas que protejam os 

organismos quando afectados por excesso de produção de espécies reactivas de 

oxigénio. 

  A característica principal dos antioxidantes é a sua capacidade de capturar 

electrões desemparelhados dos radicais livres. Os antioxidantes como ácidos fenólicos, 
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polifenóis e flavonóides, podem reagir com os radicais livres tais como peróxido e 

hiperperóxido, inibindo os mecanismos oxidativos que conduzem a doenças 

degenerativas graves. Diversos estudos sobre a actividade de captura de radicais livres 

concluiram que os antioxidantes presentes em diversos alimentos reduzem a incidência 

de doenças crónicas como cancro (Eichholzer et al., 1999; Villamor, 2004) e doenças 

cardiovasculares (Sato et al., 1990; Todd et al., 1995). Como exemplo de compostos 

antioxidantes temos a vitamina C, vitamina E, carotenóides, polifenóis e flavonóides. 

Estes compostos estão presentes em frutas, na couve, bróculos e couve-flor (Sikora et 

al., 2008), cenoura (Badr & Mahmoud, 2011), chá verde e preto, em vinhos e 

especiarias, entre outros (Cadenas e Packer, 2002). Os antioxidantes são por isso 

utilizados tanto pela indústria alimentar como na indústria farmacológica para retardar o 

processo de oxidação (Halliwell in Cadenas & Paker, 2002). 

 Sendo as microalgas uma fonte destes compostos, é importante realizar estudos 

que visem detectar a sua presença no maior número de espécies de microalgas possível 

e futuramente, detectar exactamente que compostos as constituem. 

 

2. Objectivos 

 Actualmente sabe-se que diversos produtos químicos derivados de micro e 

macroalgas e de plantas terrestres podem alterar a actividade de determinados 

componentes do sistema imunitário dos peixes, aumentando a protecção contra algumas 

doenças. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos que os extractos completos ou 

fraccionados de microalgas têm sobre o sistema imunitário dos peixes, extractos esses 

que podem conter compostos bioquímicos com propriedades imuno-modulatórias. Neste 

contexto, os objectivos deste estudo incluiram: 1) a avaliação dos efeitos de extractos 

aquosos de cinco espécies de microalgas (T. chuii, I. galbana clone Tahiti, N. oculata, 

Scenedesmus sp. e B. braunii) sobre o respiratory burst de fagócitos de Sparus aurata; 

2) a determinação da actividade antioxidante dos extractos aquosos pelo método DPPH 

e actividade quelante sobre Fe
2+

 e Cu
2+

 e 3) a determinação da capacidade 

antimicrobiana de extractos aquosos e também de extractos de hexano, acetona e éter 

dietílico sobre três espécies de bactérias Gram -, nomeadamente Listonella (Vibrio) 

anguillarum, Vibrio fischeri e Photobacterium damselae piscicida. 
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3. Materiais e Métodos 

 Neste trabalho foram utilizadas cinco espécies de microalgas, nomeadamente I. 

galbana clone Tahiti, vulgarmente designada por T-iso; T. chuii; B. braunii; 

Scenedesmus sp. e N. oculata. A metodologia utilizada e os reagentes usados foram 

iguais para todas as espécies descritas. 

 

3.1. Colheita de amostras 

 As microalgas utilizadas neste estudo foram fornecidas pela empresa NECTON 

S.A., sob a forma de pasta congelada. Esta foi posteriormente liofilizada e preservada a 

-20ºC. 

 

3.2. Preparação de extractos 

 Nos ensaios de actividade antioxidante e de imunoestimulação foram realizados 

extractos em HBSS (Hank's Buffered Salt Solution, Sigma-Aldrich®), de forma a 

manter um pH e balanço osmótico apropriado para a manutenção dos fagócitos. Para a 

realização dos extractos das microalgas, a biomassa (1g) foi homogeneizada com 10 mL 

de HBSS, num agitador vortex e os extractos centrifugados (10 min., 10 000 rpm, 4ºC). 

O sobrenadante foi recolhido, filtrado com papel de filtro Whatman nº4, liofilizado e 

mantido a -20ºC.  

 Nos ensaios de actividade antibiótica também foram utilizados extractos 

orgânicos e não orgânicos, os quais foram preparados do seguinte modo: as amostras de 

microalga (1g) foram homogeneizadas em 10 mL de hexano, os extractos foram 

centrifugados e o sobrenadante recolhido. Repetiu-se este procedimento 3 vezes e o 

sobrenadante foi recolhido e filtrado (Whatman nº4). Seguidamente, o resíduo foi 

sequencialmente extraído com éter e acetato de etilo, por um processo semelhante ao 

descrito para o hexano. Os extractos foram secos a baixa pressão, dissolvidos em 

dimetilsulfóxido (DMSO) e mantidos a 4ºC.  

 

3.3. Isolamento de fagócitos do rim (ou head kidney) 

 Utilizaram-se juvenis de S. aurata, com cerca de 100g, como material biológico, 

provenientes da estação experimental de aquacultura da Universidade do Algarve “ 

Ramalhete” (Faro) e mantidos na estação experimental de Gambelas (LEOA). Os peixes 
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foram abatidos por dose letal de 2-fenoxietanol (60µg/L) de acordo com o trabalho de 

Ortuño et al. (2002). 

 O isolamento de fagócitos do head kidney foi adaptado de acordo com Secombes 

et al. (1990). Durante o isolamento do head kidney, o peixe foi mantido num recipiente 

com gelo e todo o trabalho foi feito em câmara de fluxo laminar. Inicialmente, foi 

extraída a maior quantidade possível de sangue do peixe, para evitar a contaminação do 

head kidney com células sanguíneas. O peixe foi então aberto e os orgãos internos 

ventrais removidos de forma a aceder ao head kidney. Este último foi retirado e 

colocado num suporte com filtro de nylon, com porosidade de 150 µm de diâmetro, 

macerado e lavado com meio de cultura Leibovitz (L-15, Sigma-Aldrich®) 

suplementado com 2% de soro fetal de bovino (SFB), 1% de penincilina/estreptomicina 

(P/S) e 20 U/mL de heparina. A suspensão celular resultante dessa filtração foi colocada 

num falcon de 15 mL com Percoll 51 % (v/v, em água destilada, Sigma-Aldrich®), para 

separação celular por gradiente descontínuo. Após centrifugação (500 g, 4ºC, 15 min), a 

camada de células resultante foi recolhida, colocada num novo falcon de 15 mL e 

lavada 2 vezes com meio de cultura L-15 suplementado com 0,1% de SBF e finalmente 

adicionou-se L-15 com 0,1% de SBF de forma a perfazer um volume total final de 1 

mL. 

 A concentração de fagócitos foi verificada em câmara de Neubauer com solução 

de azul de tripano (0,4% p/v). O método consiste em adicionar azul de tripano (450 µL) 

à amostra com células (50 µL), fazer a contagem da densidade de células vivas em 

câmara de Neubauer. As células que se mantiveram vivas durante o manuseamento e 

conseguirem controlar as trocas iónicas na sua membrana permanecem transparentes 

intracelularmente. 

 Aliquotas de 100 µL desta suspensão de células foram colocadas numa placa de 

cultivo de células de 96 poços e incubadas à temperatura ambiente (TA) por 3 horas, 

protegidas da luz. Após este período de incubação, a camada superficial de meio L-15 

foi removida e as células lavadas uma vez com meio L-15 com 5% de SBF, de forma a 

remover as células não aderentes. De seguida, adicionaram-se 100 µL do mesmo meio a 

cada poço e as células foram incubadas durante 16h e utilizadas nos vários ensaios. 
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3.3.1. Determinação da toxicidade dos extractos 

 De forma a verificar a toxicidade dos extractos para os fagócitos, foi realizado 

um teste de exposição das células aos diferentes extractos, na concentração de 10 

mg/mL, durante 30 minutos e a toxicidade foi verificada utilizando o método de 

contagem celular com azul de tripano anteriormente descrito. 

 

3.3.2. Determinação da produção de óxido nítrico 

 Após a incubação overnight dos fagócitos, o meio de cultura foi substituído em 

cada poço por 100 µL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma-Aldrich®), e foram 

adicionados 20 µL dos extractos em HBSS, nas concentrações de 1, 5 e 10 mg/mL e 

incubados no escuro e à T.A., durante 30 minutos. A produção de óxido nítrico foi 

determinada através da quantificação do óxido nítrico inorgânico existente no 

sobrenadante pela reacção de Griess (Jun et al., 1994). Para tal, 50 µL do sobrenadante 

de cada poço foram misturados, noutra placa de 96 poços, com 100 µL da solução de 

Griess. A solução de Griess é composta por sulfanilamida (1% em ácido fosfórico 2.5%, 

p/v) e diclorohidrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina (NED; 0,1% em ácido fosfórico 

2.5%, p/v), na proporção de 1:1. Como controlo negativo utilizou-se HBSS. As placas 

foram incubadas durante 30 minutos à TA e a absorvância foi medida a 540 nm num 

leitor de placas Biotek Synergy 4. Cada ensaio foi repetido com fagócitos provenientes 

de três peixes diferentes.   

 

3.3.3. Determinação da produção de ROS 

 A influência da aplicação dos extractos na actividade respiratória dos fagócitos 

de peixe foi determinada usando a redução de citocromo c férrico por libertação de 

radicais anião superóxido (OH•), após estimulação das células com acetato de 

forbolmiristato (PMA, Secombes, 1990). 

 Após os fagócitos terem sido isolados e incubados durante 16h foram 

submetidos a 2 lavagens com HBSS e incubados com 900 µL de HBSS com citocromo 

c férrico (2 mg/mL) e 100 µL de PMA (10 µg/mL) como controlo positivo; 900 µL de 

HBSS com citocromo c férrico (2 mg/mL) e 100 µL dos vários extractos em diferentes 

concentrações (1, 5 e 10 mg/mL) como tratamentos a estudar; 800 µL de HBSS com 

citocromo c férrico (2 mg/mL) e 100 µL de PMA (10 µg/mL) e 100 µL de de 

superoxido desmutase (SOD, 300 U/mL), como  controlo positivo de especificidade. Os 
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fagócitos de três peixes diferentes foram expostos a extractos aquosos das cinco 

microalgas em estudo. As absorvâncias foram medidas a 550 nm, num leitor de placas 

Biotek Synergy 4, após 30 minutos, e em intervalos de 30 min. até a um limite máximo 

de 3h. Cada ensaio foi repetido com fagócitos provenientes de três peixes diferentes, 

apenas com extractos de concentração 10 mg/mL. 

 A redução do citocromo c férrico resulta na formação de bandas com espectro de 

absorção e o aumento da absorvância a 550 nm. 

 

3.4. Actividade antioxidante de DPPH 

 A actividade antioxidante foi determinada através da avaliação da capacidade de 

captação do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH). Este procedimento foi 

baseado no método desenvolvido por Brand-Williams et al. (1995) e adaptado a placas 

de 96 poços por Sánchez-Moreno et al. (1998). O DPPH é um radical que em solução 

metanólica tem cor violeta escura. Ao perder o electrão desemparelhado para compostos 

antioxidantes forma DPPH reduzido (difenil-picril-hidrazina) e perde a cor, ficando rosa 

claro ou amarelo, observando-se uma diminuição da absorvância a 517 nm (Brand-

Williams et al., 1995). As amostras (22 µL) dos extractos nas concentrações de 1, 5 e 10 

mg/mL foram misturados em placas transparentes de 96 poços com 200 µL de solução 

de DPPH (120 µM) em metanol, e incubadas no escuro à TA durante 30 min. O 

controlo da côr foi feito com extracto (22µL) em metanol (200µL). A absorvância foi 

medida a 517 nm (Leitor de placas Biotek Synergy 4) e os resultados expressos como 

actividade antioxidante real (%) relativamente ao controlo e como concentração 

inibitória para 50% (IC50), sendo esta a concentração capaz de reduzir o radical livre 

DPPH em 50 % (Sousa et al., 2007). 

 A actividade antioxidante real foi calculada segundo a fórmula: 

 

AAR (%) = 100 – (100*ABSreal)/ABScontrolo negativo 

 

em que ABSreal = ABSextracto – ABScontrolo da côr.  

 Foi usado como controlo positivo a solução do antioxidante sintético BHT 

(E321, butil hidroxilotolueno), a 1 mg/mL e controlo negativo de HBSS. 
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3.5. Actividade quelante de cobre 

 A determinação da actividade quelante do ião Cu
2+

 foi feita usando violeta de 

pirocatecol de acordo com o método descrito por Megías et al. (2009). As amostras (30 

µL nas concentrações de 1, 5 e 10 mh/mL) foram misturadas em placas transparentes de 

96 poços com 200 µL do tampão acetato de sódio (50 mM, pH 6), 100 µL de sulfato de 

cobre (50 µg/mL, p/v), e 6 µL de violeta de pirocatecol (40 mM em acetato de sódio). 

Como controlo negativo foi utilizado 30 µL de tampão HBSS em substituição das 

amostras, e como controlo positivo utilizou-se 30 µL de ácido etilenodiaminotetra-

acético (EDTA), um quelante sintético na concentração de 1 mg/mL. Como controlos de 

cor foram utilizados poços contendo 30 µL de amostra e 306 µL de tampão acetato de 

sódio. A absorvância foi lida a 632 nm (Leitor de placas Biotek Synergy 4) e os 

resultados expressos como actividade quelante real (%) de acordo com a fórmula: 

AQR (%) = 100 – 100 – (100*ABSreal)/ABScontrolo negativo 

 

em que ABSreal = ABSextracto – ABScontrolo da côr.  

 

3.6. Actividade quelante de ferro 

 A determinação da actividade quelante do ião Fe
2+

 foi efectuada por medição da 

formação do complexo Fe
2+

-ferrozina, de acordo com o método descrito por Megías et 

al. (2009). As amostras (30 µL nas concentrações de 1, 5 e 10 mg/mL) foram 

misturadas em placas transparentes de 96 poços com 200 µL de água desionizada e 30 

µL de FeCl2 (0,1 mg/mL). Como controlo negativo foi utilizado 30 µL de tampão HBSS 

em substituição das amostras, e como controlo positivo utilizou-se 30 µL de EDTA, um 

quelante sintético na concentração de 1 mg/mL. Como controlos de cor foram utilizados 

poços contendo 30 µL de amostra e 306 µL de água destilada. Esperou-se 30 minutos e 

adicionaram-se 12,5 µL de ferrozina (40mM em água desionizada) a todos os poços, 

excepto nos de controlo da cor. Após 10 minutos a absorvância foi lida a 562 nm (Leitor 

de placas Biotek Synergy 4) e os resultados expressos como actividade quelante real 

(%) de acordo com a fórmula:   

 

AQR (%) = 100 – 100 – (100*ABSreal)/ABScontrolo negativo 

 

em que ABSreal = ABSextracto – ABScontrolo da côr.  
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3.7. Actividade antimicrobiana 

3.7.1. Origem das estirpes bacterianas 

 As bactérias utilizadas para este trabalho foram fornecidas pelo Laboratório de 

Microbiologia da Faculdade de Ciências e Tecnologia da Universidade do Algarve. V. 

fischeri estava liofilizado e em embalagem própria, e L. anguillarum e P. damselae 

piscicida em placas de TSA. Foram mantidas a 5ºC até serem inoculadas. 

 

3.7.2. Curvas de crescimento 

 A actividade antimicrobiana dos extractos foi testada em três estirpes de 

bactérias: V. fisheri, L. anguillarum e P. damselae piscicida. Como meios de cultivo 

foram utilizados o meio sólido TSA (tryptone soya agar), em placas de Petri e o meio 

TSB (tryptone soya broth), tanto na recuperação das estirpes liofilizadas, como no 

crescimento em meio líquido. Cada estirpe foi repicada em condições de assepsia, em 

câmara de fluxo ascendente para um frasco de cultura com TSB estéril. Foram 

espalhadas em placas contendo meio TSA, pela técnica de riscado em meio sólido, 

semeando-se o inóculo com uma ansa de níquel-crómio, em sequências de estrias à 

superfície do meio. Foram realizadas sequências de estrias até esgotar o inóculo da ansa 

(estrias no sentido periferia-centro) de forma a permitir o desenvolvimento de colónias 

isoladas.  

 A curva de crescimento da cada estirpe foi feita de forma a determinar a 

densidade óptica correspondente à fase de crescimento exponencial de cada estirpe. 

Repicou-se cada amostra para um frasco com meio de cultura líquido de triptona de soja 

(TSB) estéril e mediu-se o crescimento da cultura por medição da absorvância a 550 

nm, de hora a hora, até atingir a fase estacionária. O Vibrio fischeri foi cultivado a 15ºC, 

enquanto que as outras duas estirpes foram incubadas a 25ºC.  

 

3.7.3. Antibiogramas 

 A actividade anti-microbiana dos extractos foi avaliada pelo método de difusão 

em agar baseado no método desenvolvido por Kirby-Bauer. 

 O teste de difusão em agar, consiste na propriedade de difusão em agar com 

meio de cultura, segundo um gradiente de concentração do composto antibacteriano 

contido num papel de filtro (Ferraro et al., 2003). As estirpes bacterianas foram 

repicadas e ressuspensas em meio TSB, previamente autoclavado, e quando atingiram a 
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fase exponencial de crescimento foram utilizadas para dispersão nas placas de Petri, 

previamente preparadas com 25 mL de TSA autoclavado. A dispersão da suspensão 

bacteriana foi realizada com uma zaragatoa estéril, suavemente e em todas as direcções 

da superfície do meio. Após a superfície ter secado (10 minutos), colocaram-se os 

discos de papel estéreis (autoclavados) com 6 mm de diâmetro e impregnados com 10 

µL de extractos na concentração de 10 mg/mL e colocados sobre a superfície do meio 

de cultura previamente inoculado com as suspensões bacterianas. Para tal utilizaram-se 

extractos aquosos (em HBSS) e extractos ressuspensos em DMSO de hexano, acetona e 

éter dietílico, na concentração de 10 mg/mL. Como controlos negativos utilizaram-se 

discos de papel sem qualquer extractos (secos) e discos de papel com HBSS, DMSO e 

como controlos positivos utilizaram-se discos com ampicilina (10 µg por disco) e 

tetraciclina (10 µg por disco). Foram realizados triplicados de cada ensaio. 

 As placas foram incubadas por 48 horas para L. anguillarum e P. damselae 

piscicida à T.A. e 72 horas para V. fischeri a 15ºC. As placas foram então analisadas e 

os resultados expressos em média de mm do raio do halo de inibição em torno de cada 

disco (fig. 6). 

 

 

 

 

Figura 6 - Esquema da distribuição dos discos de papel nas placas com os extractos: 1- I. galbana, 2- T. 

chuii, 3- B. Braunii, 4- Scenedesmus sp., 5- N. oculata, 6 – disco de papel seco. 
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4. Resultados 

 Os dados foram analisados estatísticamente usando o teste de Duncan, com um 

intervalo de confiança de 95% (p=0,05). 

 

4.1. Toxicidade dos extractos 

 Inicialmente foi feito um teste de toxicidade aos extractos aquosos, das várias 

espécies de microalgas em estudo, sobre fagócitos de dourada. Nenhum dos extractos 

aquosos, em nenhuma das concentrações utilizadas (1, 5 e 10 mg/mL) revelou ser tóxico 

para os fagócitos de dourada. Desta forma, os extractos puderam ser utilizados sem 

qualquer condicionante, dentro do intervalo de concentrações testado, entre 1 e 10 

mg/mL. 

 

4.1.1. Determinação da produção de óxido nítrico 

 A quantidade de óxido nítrico libertada pelos fagócitos de dourada, expostos a 

extractos das três concentrações, foi analisada e mostrou que não ocorreram diferenças 

significativas interspecíficas em nenhuma das concentrações 1 e 5 mg/mL (fig. 7). 

 Dos extractos com 10 mg/mL, a espécie que induziu maior libertação deste 

composto foi a I. galbana (fig. 7). 
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Figura 7 – Indução da libertação de óxido nítrico de fagócitos de dourada, expostos a extractos aquosos 

de cinco espécies de microalgas. Controlo negativo com PBS. 
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 Assim, considerou-se que apenas o extracto aquoso de I. galbana com 

concentração de 10 mg/mL teve capacidade de induzir a libertação de óxido nítrico em 

fagócitos de dourada, com uma concentração máxima de 5,49 µM e média de 

4,997±0,757 µM. 

  

4.1.2. Determinação da respiratory burst activity  

 A determinação da produção de espécies reativas de óxigénio por fagócitos de 

dourada revelou, por análise de teste Duncan, não haver diferenças significativas entre 

os extractos aquosos das várias microalgas, na análise geral de todos os peixes 

estudados, tanto após 1 hora como 2 horas, após estímulo com os extractos (fig. 8).  

 As únicas diferenças significativas observadas foram obtidas na análise 

individual dos peixes (fig. 9 e 10). Ou seja, analisando os peixes um a um, os seus 

replicados mostraram a existência de um estímulo que variou consoante o extracto da 

espécie utilizada. A análise dos peixes um a um foi feita porque organismos diferentes 

podem reagir de forma diferente ao mesmo estímulo, como se verificou (fig. 9 e 10). É 

de destacar a capacidade estimulatória das microalgas I. galbana, Scenedesmus sp. e N. 

oculata para a libertação de espécies reactivas de oxigénio. Apesar disto não existe um 

padrão bem definido entre os vários peixes, inclusivé não foram registadas diferenças 

significativas de produção de ROS nas amostras do peixe 3.  
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Figura 8 – Registo da libertação de ROS, após 1 e 2 duas horas de exposição de fagócitos de dourada a 

diferentes extractos e respectivos controlos, dos três peixes analisados. Cesp corresponde ao controlo de 

especificidade. 
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Figura 9 – Abosrvância correspondente à libertação de ROS, registada ao fim de uma hora de exposição 

de fagócitos de dourada a diferentes extractos e respectivos controlos, dos três peixes analisados. Cesp 

corresponde ao controlo de especificidade. 
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Figura 10 – Abosrvância correspondente à libertação de ROS, registada ao fim de duas horas de 

exposição de fagócitos de dourada a diferentes extractos e respectivos controlos, dos três peixes 

analisados. Cesp corresponde ao controlo de especificidade. 



32 

 

 Após uma hora de estímulo (fig. 9), a microalgas Scenedesmus sp. no peixe 1 e a 

I. galbana nos peixes 1 e 2, foram as que induziram maior libertação média de ROS 

com uma abosrvância média registada respectivamente de 3,23±0,01 UA; 3,10±0,11 

UA e 1,48±0,81 UA. Como referido anteriormente nas amostras de fagócitos do peixe 3 

não se registaram diferenças significativas à exposição dos diferentes extractos. 

 Após 2 horas de estímulo (fig. 10), nas amostras do peixe 3 também não se 

registaram diferenças significativas. Os extractos aquosos que desencadearam maior 

libertação de ROS foram os de I. galbana (1,55±0,08 UA) e N.oculata (1,45±0,08 UA) 

no peixe 2. 

 Comparando a evolução da média da produção de ROS dos três peixes 

estudados ao longo do tempo (fig. 11), é de registar a semelhança entre todos os 

extractos ao induzirem um pico após uma hora de exposição, um decréscimo muito 

acentuado após 2 horas e um pico mínimo após 2h30min, voltando a aumentar a 

produção de ROS após essa altura. O extracto de Scenedesmus sp. foi o único que 

induziu uma produção máxima após 2 horas de exposição. 

 

 

Figura 11 – Registo de libertação de espécies reactivas de oxigénio (ROS) de fagócitos de dourada (média 

dos 3 peixes estudados), por redução de citocromio férrico c, ao longo do tempo, quando expostos a 

diversos extractos aquosos de microalgas.  
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4.3. Actividade antioxidante de DPPH 

 Foi determinada a actividade antioxidante das várias espécies de microalgas, 

recorrendo ao método de actividade de captação de radicais livres ou RSA (radical 

scavenging activity), utilizando o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH). O DPPH 

é um radical livre que em solução metanólica tem cor violeta escura, ao captar iões H
+
 

de compostos antioxidantes forma DPPH reduzido (difenil-picril-hidrazina) e perde a 

cor, ficando rosa claro, diminuindo a absorvância a 517 nm (Brand-Williams et al., 

1995). 

 Os valores médios de actividade de cada extracto aquoso podem ser vistos na 

tabela 2. À excepção da I. galbana, todas as outras microalgas revelaram actividade 

antioxidante, embora apenas a T. chuii tenha revelado actividade superior a 50%.  

 

Tabela 2 - Valores médios de actividade antioxidante (%) dos extractos aquosos das 

microalgas em estudo 

Espécie 1 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 

Controlo positivo 88,4 ± 1,6 88,4 ± 1,6 88,4 ± 1,6 

I. galbana -61,1 ± 3,0 -52,7 ± 3,6 -21,1 ± 5,9 

T. chuii 17,8 ± 1,5 73,2 ± 2,4 71,0 ± 4,7 

B. braunii 11,8 ± 2,4 27,5 ± 2,2 38,6 ± 4,9 

Scenedesmus sp. 4,4 ± 2,0 11,7 ± 1,7 23,0 ± 3,1 

N. oculata 7,3 ± 2,3 17,7 ± 12,2 18,6 ± 3,0 

 

 Na fig. 12 é possível ver as diferenças entre as três concentrações utilizadas de 

extracto aquoso de T. chuii e a significância de cada uma. A T. chuii foi a única espécie 

cuja média de actividade antioxidante da concentração 5 mg/mL foi superior à de 10 

mg/mL, pois no geral todas as microalgas revelaram um aumento de actividade com o 

aumento da concentração (1, 5 e 10 mg/mL). 
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Figura 12 – Actividade antioxidante de extracto aquoso de T. chuii, comparando 3 concentrações e 

controlo positivo. 

 

 Os valores de concentração inibitória de 50% (IC50), capazes de reduzir o radical 

DPPH em pelo menos 50%, estão representados na tabela 3, sendo que todos os valores 

representados por > 10 mg/mL correspondem a resultados onde a actividade 

antioxidante dos mesmos foi inferior a 50%, ou seja, o IC50 seria muito superior a 10 

mg/mL e como tal está fora do intervalo de concentração analisado neste trabalho. 

 O extracto aquoso da microalga T. chuii foi, portanto, o que apresentou maior 

capacidade antioxidante, de entre as cinco espécies estudadas. 

 

Tabela 3 - Valores médios de IC 50 dos extractos aquosos das microalgas em estudo 

Extracto IC50 

I. galbana Tiso > 10 mg/mL 

T. chuii 4,90±0,30 mg/mL 

B. braunii > 10 mg/mL 

Scenedesmus sp. > 10 mg/mL 

N. oculata > 10 mg/mL 
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4.4. Actividade quelante de Fe
2+

 

 Do estudo da actividade quelante do ião Fe
2+

, foi possível verificar que todos os 

extractos tiveram capacidade quelante. Todas as microalgas, à excepção de T. chuii, 

registaram diferenças significativas entre as várias concentrações (1, 5 e 10 mg/mL). 

Todas à excessão da I. galbana revelaram actividade quelante de Fe
2+

 idêntica ao 

controlo positivo, ou seja, com actividade idêntica ao EDTA, um quelante sintético. 

 

 

 

Figuras 13 – Registo da média da actividade quelante de Fe
2+

 das concentrações 1, 5 e 10 mg/mL, das 

cinco microalgas em estudo, e respectivo controlo positivo. 
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 Como a maioria dos extractos com 10mg/mL revelaram ter uma actividade 

quelante de Fe
2+

 idêntica ao controlo positivo (92,21±2,27%), compararam-se as médias 

desses extractos entre eles. Dessa comparação verificou-se que T. chuii e Scenedesmus 

sp. foram os extractos (com 10 mg/mL) com maior actividade quelante, tendo registado 

uma diferença significativamente superior ao controlo positivo (fig. 14). Tiveram valor 

médio idêntico ao controlo referido as microalgas B. braunii e  N. oculata, enquanto que 

a I. galbana foi a única com valor inferior. 

 

 

Figura 14 – Comparação entre actividade quelante de Fe
2+

 entre extractos de 10 mg/mL das cinco 

microalgas em estudo e respectivo controlo positivo. 

 

 Como todos os extractos das microalgas em estudo tiveram valores de actividade 

quelante superiores a 50%, determinou-se o valor de IC50 de cada uma delas. Como 

pode ser visto na tabela 4, a espécie com maior actividade quelante de Fe
2+

 (menor IC50) 

foi a T. chuii e a com menor actividade a Scenedesmus sp., embora a diferença entre 

espécies seja reduzida. A T. chuii revelou ter actividade quelante de tal forma elevada 

que até extractos com 0,2 mg/mL registaram actividade superior a 50%. 
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Tabela 4 – Registo dos valores médios de IC50 de actividade quelante de Fe
2+

 

Extracto de: IC50 (mg/mL) 

I. galbana T-iso 4,518±0,178 

T. chuii <0,2 

B. braunii 4,670 ± 0,061 

Scenedesmus sp. 4,742 ± 0,071 

N. occulata 4,513 ± 0,092 

  

4.5. Actividade quelante de Cu
2+

 

 Relativamente à capacidade quelante de Cu
2+

, nenhum dos extractos aquosos de 

microalgas teve mais de 50% de actividade, portanto não de determinou o valor IC50. Os 

valores obtidos são apresentados na tabela 5. 

 

Tabela 5 - Valores médios de actividade quelante (%) de Cu
2+

. 

Espécie 1 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 

Controlo positivo 72,30 ± 1,43 72,30 ± 1,43 72,30 ± 1,43 a 

I. galbana -18,74 ± 17,75 20,15 ± 16,33 32,53 ± 5,89 b 

T. chuii -28,71 ± 22,29 2,85 ± 10,29 18,43 ± 18,56 bc 

B. braunii -38,11 ± 10,01 -5,92 ± 14,88 26,27 ± 18,03 b 

Scenedesmus sp. -33,75 ± 19,22 -17,25 ± 20,96 9,68 ± 16,84 c 

N. oculata -1,58 ± 6,04 3,53 ± 11,69 29,32 ± 17,76 b 

 

 As espécies com maior actividade quelante de cobre II foram a I. galbana, N. 

oculata e B. braunii, embora nenhuma tenha revelado valores superiores ao controlo 

positivo. 

 

4.6. Actividade antibiótica 

 A primeira parte da experiência que visou testar a actividade antibiótica dos 

extractos de microalgas, consistiu em acompanhar o crescimento das três estirpes 

bacterianas, de forma a saber o intervalo de densidade óptica a que correspondia a fase 

exponencial de crescimento das culturas. É importante ser determinado este intervalo 

pois é aconselhável repicar as estirpes quando a cultura está em crescimento máximo, de 
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forma a aumentar a possibilidade de sobrevivência e contínuo crescimento da estirpe 

quando se realizam os antibiogramas. 

 A Listonella anguillarum revelou-se como a estirpe com mais rápido 

crescimento, das três em estudo.  Na fig. 15, podemos ver que apenas ao fim de 4 horas 

iniciou o seu crescimento exponencial. Realizaram-se mais amostragens mas a 

densidade óptica máxima obtida foi de 0,576, correspondente a uma percentagem de 

transparência de 26%, ao fim de 9 horas pós inoculação. 

 

  

Figura 15 – Curva de crescimento inicial de Listonella anguillarum, cultivada em meio TSB, a 25 ºC, 

com absorvância medida a 550 nm. 

 

 Como se pode observar pela fig. 16, a cultura de L. anguillarum apresentou um 

crescimento irregular, sendo o máximo de D.O. igual a 0,576, tendo estabilizado o seu 

crescimento ao fim de cerca de 50 horas. Os valores de absorvância considerados como 

fazendo parte da fase de crescimento exponencial situaram-se entre 0,2 e 0,4. Na cultura 

de L. anguillarum registou-se um pico de crescimento 8 horas pós inoculação, seguido 

imediatamente de um crash da cultura. Esta situação pode ter ocorrido devido à 

deplecção de nutrientes após o crescimento esponencial. Após as 20 horas de cultivo a 

cultura voltou a crescer embora muito mais lentamente, atingindo a fase estacionária 

após 48 horas de cultivo.  

 As falhas nas curvas de crescimento devem-se a uma ausência da obtenção de 

dados sobre o crescimento das culturas nesses intervalos de tempo. Na cultura de L. 

anguillarum e de P. damselae piscicida não se registou a evolução de crescimento entre 
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as 44 e as 46 horas (fig. 16 e 17) e na de V. fischeri entre as 116 e as 120 horas. Esta 

ausência de dados não prejudicou a experiência porque apenas se pretendeu determinar 

a fase de crescimento exponencial, de forma a saber a melhor densidade óptica para 

realizar as inoculações. 

 

 

Figura 16 – Curva de crescimento completa de Listonella anguillarum, cultivada em TSB, a 25 ºC (T.A.), 

com absorvância medida a 550 nm. 

  

 

 

Figura 17 – Curva de crescimento de Photobacterium damselae piscicida, cultivado em TSB, a 25ºC 

(T.A.), com absorvância medida a 550 nm. 
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 O P. damselae piscicida foi a estirpe que iniciou o crescimento exponencial mais 

cedo, embora, comparando com a L. anguillarum, tenha demorado mais a atingir o pico 

máximo de D.O., com um valor de 0,512, correspondente a uma percentagem de 

transparência de 30,8%, ao fim de 55 horas. A estabilização de crescimento ocorreu ao 

fim de cerca de 45 horas. Os valores de absorvância considerados como fazendo parte 

da sua fase de crescimento exponencial situaram-se entre 0,2 e 0,4. 

 De todas as 3 estirpes estudadas, o Vibrio fischeri foi o mais complexo de 

trabalhar. Para além de apenas crescer a 15ºC, sendo para tal necessário uma câmara 

com controlo de temperatura, o seu crescimento inicial foi extremamente lento, fazendo 

com que as medições iniciais fossem desprezadas. Contudo, e porque a finalidade desta 

parte da experiência era apenas saber a que valores de absorvância correspondia à fase 

de crescimento, o objectivo não foi comprometido. 

 Na fig. 18 é possível ver a curva de crescimento obtida do V. fischeri, ao longo 

do tempo. Como referido anteriormente, o V. fischeri apenas cresceu a 15ºC, embora 

tenha sido testada a sua capacidade de crescimento a 25ºC (T.A.). O valor máximo de 

absorvância registado foi de 0,529, correspondente a uma percentagem de transparência 

de 29,7%, ao fim de 129 horas de inoculação. A estabilização do crescimento deu-se ao 

fim de 125 horas, com um valor de D.O. de 0,5. Os valores considerados como 

pertencentes à fase de crescimento exponencial situaram-se entre 0,3 e 0,5. 

 

 

Figura 18 – Curva de crescimento de Vibrio fischeri, cultivado em TSB, a 15 ºC, com absorvância medida 

a 550 nm. 



41 

 

 Assim, foi possível determinar que densidade a que cada estirpe podia ser 

utilizada para “pintar” as placas para os antibiogramas. 

 Relativamente ao tempo de duplicação das estirpes estudadas, a cultura de L. 

anguillarum duplicou em 2h09min, a de P.damselae piscicida duplicou em 3h05min e a 

de V. fischeri em 34h51min. 

 

4.6.1. Antibiogramas 

 Foi testada a capacidade antibacteriana por método de difusão em agar (TSA) de 

extractos aquosos, de hexano, éter dietílico e de acetona, das cinco espécies de 

microalgas, contra Vibrio fisheri, Listonella (Vibrio) anguillarum e Photobacterium 

damselae piscicida. Os halos de inibição resultantes são proporcionais à capacidade 

inibitória de cada extracto. 

 Como controlos foram usados discos de papel secos (utilizados para colocar o 

extracto a usar) e discos de papel com DMSO, HBSS e com os antibióticos ampicilina e 

tetraciclina. 

 Os resultados dos controlos negativos foram registados, incluindo os de 

antibióticos, estando descritos nas tabelas 6 e 7. Como referido anteriormente, o V. 

fischeri não cresceu nas placas de agar (TSA e marine agar), portanto não foram 

obtidos resultados de antibiogramas sobre esta estirpe. 

  

Tabela 6 – Registo dos halos de controlo dos antibiogramas de L. anguillarum 

Controlos Média dos raios dos halos de inibição de L. anguillarum (mm) 

Papel 0 

HBSS 0 

DMSO 0 

Ampicilina 0 

Tetraciclina 31 
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Figura 19 – Resultado de um dos antibiogramas controlo de L. anguillarum, onde é bem visível o halo 

causado pelo disco com tetraciclina. 

  

Tabela 7 – Registo dos halos de controlo negativo dos antibiogramas de P. damselae 

piscicida 

Controlos Média dos raios dos halos de inibição de P. damselae piscicida (mm) 

Papel 0 

HBSS 0 

DMSO 0 

Ampicilina 35 

Tetraciclina 26 

 

 

 

Figura 20 - Resultado de um dos antibiogramas controlo de P. damsela piscicida, onde é bem visível o 

halo causado pelo disco com ampicilina (superior esquerdo) e do disco com tetraciclina (superior direito). 
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 Como é possível de observar nas tabelas 6 e 7, os antibiogramas controlo de 

papel, HBSS e DMSO não inibiram o crescimento de nenhuma das duas estirpes 

consideradas, L. Anguillarum e P. damselae piscicida, o que remeteria para uma total 

interferência nos resultados dos antibiogramas. Assim, pudemos concluir que papel, 

DMSO e HBSS não interferiram com os resultados obtidos.  

 Relativamente aos antibióticos utilizados, a ampicilina apenas inibiu o 

crescimento de P. damselae piscicida, sendo o antibiótico com maior capacidade de 

actuar contra esta estirpe. A tetraciclina inibiu o crescimento de ambas as estirpes, 

sendo a inibição maior sobre L. anguillarum, tendo um raio de halo de inibição com 31 

mm. 

 Nenhum dos extractos de microalgas revelou capacidades antibacterianas contra 

L. anguillarum nem contra P. damselae piscicida (Tabelas 8 e 9). O V. fischeri revelou 

uma incapacidade de crescer tanto em placas de TSA como de agar marinho, mesmo 

tendo sido mantidos em câmara com controlo de temperatura para 15ºC durante toda a 

experiência. 

 

Tabela 8 – Registo dos halos de inibição dos extractos de microalgas contra L. 

anguillarum 

Extractos Aquosos Exano Acetona Éter dietílico 

Papel 0 0 0 0 

I. galbana 0 0 0 0 

T. chuii 0 0 0 0 

B. braunii 0 0 0 0 

Scenedesmus sp. 0 0 0 0 

N. oculata 0 0 0 0 
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Tabela 9 – Registo dos halos de inibição dos extractos de microalgas contra P. damselae 

piscicida 

Extractos Aquosos Exano Acetona Éter dietílico 

Papel 0 0 0 0 

I. galbana 0 0 0 0 

T. chuii 0 0 0 0 

B. braunii 0 0 0 0 

Scenedesmus sp. 0 0 0 0 

N. oculata 0 0 0 0 

 

 

5. Discussão e Conclusão 

 Devido às elevadas densidades de peixe mantidas em tanques de aquacultura,  

normalmente ocorre um aumento de stress a que os animais estão sujeitos, levando ao 

enfraquecimento do seu sistema imunológico (Moriarty, 1999). A resultante 

vulnerabilidade para contrair doenças causadas por agentes patogénicos como L. 

anguillarum,  V. fischeri e P. damselae piscicida (Balebona, 1998) levou à recorrente 

utilização de antibióticos nas instalações de aquacultura (Grave et al., 1996). Contudo, 

após a proibição da sua utilização como promotores de crescimento na União Europeia, 

tornou-se urgente encontrar compostos que de alguma forma previnam a ocorrência de 

doenças e auxiliem o sistema imunitário dos peixes a combater os agentes patogénicos 

invasores.  

 As células fagocíticas são uma das mais importantes defesas dos peixes contra 

invasões de agentes patogénicos (Magnadottir, 2010) e produzem uma série de 

compostos ao realizarem a fagocitose. Entre esses compostos incluem-se os ROS 

(Secombes & Fletcher, 1992) e os RNS (Secombes, 1990). A produção destes 

compostos pode ser benéfica, quando há necessidade de eliminar agente patogénicos 

(Castro et al., 2004), mas também pode ser prejudicial, quando há excesso dessa 

produção (Hardie et al., 1996). A dourada, sendo uma especie cultivada essencialmente 

na região Mediterrânica, estando sujeita às variações sazonais de temperatura e 

consequente influência no seu ciclo biológico. Durante o Inverno esta espécie fica mais 

vulnerável à “síndrome de Inverno”, uma vez que devido às baixas temperaturas 
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diminui a ingestão de alimento. Este processo causa mortalidade crónica no Inverno, em 

especial quando a temperatura começa a subir (Gallardo et al., 2003), pois nesta fase os 

peixes têm diversas alterações fisiológicas que os tornam mais sujeitos a infecções por 

agentes patogénicos (Eggset et al., 1997; Gallardo et al., 2003). Ou seja, é nofinal do 

Inverno que a utilização de imunoestimulantes deve ser mais utilizada e estudada. 

  Actualmente diversos estudos têm vindo a ser realizados para determinar as 

propriedades imunomodulatórias de compostos extraídos de plantas (Ardo et al., 2008), 

algas (Bansemir et al., 2006) e microalgas marinhas (Carballo-Cárdenas  et al., 2006), 

que ajudem a controlar os níveis de ROS e RNS produzidos pelos organismos. 

 Os resultados obtidos no presente estudo apontam para uma potencial 

importância dos extractos aquosos de microalgas marinhas como fontes de compostos 

antioxidantes e imunoestimulantes. 

 Os extractos estudados não revelaram ter poder antibiótico directo contra L. 

anguillarum nem P. damselae piscicida pois não ocorreu qualquer inibição ao 

crescimento destas estirpes. O V. fischeri não cresceu nas placas com meio TSA e 

portanto as propriedades destes extractos contra essa estirpe não puderam ser estudadas. 

 Contudo, este estudo mostrou que alguns extractos aquosos de microalgas 

revelaram poder imunoestimulatório. O extracto aquoso de I. galbana com 10 mg/mL 

foi capaz de estimular a libertação de NO em fagócitos de dourada de forma 

significativamente superior ao controlo e a todas as outras microalgas. O  valor máximo 

registado após estimulação com extracto de I. galbana foi de 5,49 µM e o valor médio 

de 4,997±0,757 µM, tendo o controlo sido de 3,775±0,866 µM. Existem poucos estudos 

sobre libertação de NO por fagócitos de peixe e nenhum estudo identificado, que tenha 

testado o efeito de extractos de microalgas em fagócitos de dourada. Contudo, no estudo 

de Tafalla & Novoa (1999), onde foram utilizaram lipopolissacarídeos de bactérias 

como estímulo de macrófagos de Scophthalmus maximus, foram registados valores de 

concentrações entre 5 e 15 µM. Portanto o extracto de I. galbana teve uma indução 

semelhante ao dos lipopolissacarídeos bacterianos do trabalho referido. No trabalho de 

Pietsch et al. (2008), também após estímulo com lipopolissacarídeos bacterianos, houve 

registo de libertação de NO entre 50 a 70 µM.  

 Relativamente à libertação de ROS e à análise das médias dos três peixes não 

foram registadas diferenças significativas entre os extractos aquosos das micoralgas em 

estudo. Apenas se verificaram diferenças significativas na análise individual dos peixes 
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1 e 2, destacando-se a capacidade estimulatória das microalgas I. galbana e 

Scenedesmus sp. para a libertação de ROS. Este estudo aponta para uma diferença de 

sensibilidade ao estímulo entre peixes da mesma espécie. É necessário ter em 

consideração a variação individual, pois os peixes podem estar sujeitos a diferentes 

níveis de stress durante a sua manipulação. Esta aparenta ser uma das causas para a falta 

de diferenças significativas na análise geral das médias dos três peixes. 

 Da análise da média dos três peixes verificou-se que o pico máximo de 

libertação de ROS ocorreu após uma hora de estímulo, para todos os extractos aquosos 

O extracto de Scenedesmus sp. teve o pico máximo após 2 horas.  Sendo assim, não se 

pode afirmar que globalmente tenha existido um extracto aquoso das cinco microalgas 

em estudo que tenha estimulado a produção de ROS de forma significativa, 

considerando todos os peixes analisados. Os fagócitos de diferentes peixes parecem 

reagir de forma diferente entre si, à exposição a estes extractos aquosos. No entanto, de 

uma forma geral produziram a maior quantidade de ROS entre 1 a 2 horas de exposição. 

Também Castro et al. (2004) mostraram que as macroalgas Ulva rigida e Chondrus 

crispus estimularam a produção de ROS em fagócitos de pregado (Psetta maxima L.), 

por método de nitroblue tetrazolium. Contrariamente a estes resultados, estudos 

realizados por Daels-Rakotoarison et al. (2002) apontam para uma inibição da produção 

de ROS expondo neutrófilos polimorfonucleares a extractos sequenciais (acetona/água 

6:4; diclorometano; acetato de etilo; clorofórmio) de Rosa canina, um arbusto 

mediterrânico. Porém, diferentes tipos de extracção conduzem a diferentes compostos 

extraídos e, como tal, a comparação é limitada. 

 Devido à grande diferença de resultados entre peixes diferentes para o estudo de 

libertação de óxido nítrico e ROS, uma forma melhor de fazer este estudo é utilizando 

células (fagócitos) clone, embora isto levante o problema de falta de variedade natural 

que ocorre nos organismos por terem fagócitos que podem ter células-mãe diferentes. 

Para obter maior número de células podem utilizar-se peixes de dimensões maiores. É 

essencial reduzir ao mínimo as diferenças de factores stressantes infligidas aos peixes, 

de forma a reduzir o erro e as diferenças entre especimen. Sendo a produção de ROS 

uma forma de resposta imunitária, se um peixe estiver doente ou uma amostra 

contaminada com agentes patogénicos, por exemplo, os fagócitos irão apresentar niveis 

diferentes de produção de ROS. 
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 Este estudo mostrou que alguns extractos aquosos de microalgas revelaram 

poder antioxidante. Os resultados obtidos através do método de DPPH apontam para a 

existência de compostos com propriedades antioxidantes nos extractos aquosos com 10 

mg/mL de T. chuii, B. braunii, Scenedesmus sp. e N. oculata, sendo os valores máximos 

obtidos de 73,2±2,4%; 38,6±4,9%; 23,0±3,1% e 18,6±3,0%; respectivamente. A 

microalga T.chuii teve uma actividade inibitória de 50% do DPPH de 

4,900±0,301mg/mL, em média, revelando-se como aquela com maior capacidade 

antioxidante deste composto. Esta actividade foi superior à da verificada no trabalho de 

Hwang et al. (2010) em que a actividade antioxidante do extracto aquoso da alga 

Ecklonia cava foi apenas de 48±2,8% com uma concentração de 100 µg/mL e um IC50 

de 1,58 mg/mL. No entanto é de referir algumas diferenças no protocolo experimental 

pois, Hwang et al. (2010) realizaram extractos com água quente (100ºC por 20 min.) 

que pode alterar os produtos finais do extracto; uma concentração ligeiramente inferior 

de DPPH (0,1 mM) que faz com que a coloração inicial das amostras seja mais clara e 

cause menor absorvância; e de relação solução-DPPH [1:1 em Hwang et al. (2010) e 1:9 

no presente trabalho] que altera a quantidade de DPPH reduzido no final da reação, com 

consequente alteração da cor e respectiva absorvância.  

 Outro estudo comparativo para este método, onde se estudou a actividade 

antioxidante por DPPH de microalgas em extracto metanólicos, foi o de Natrah et al. 

(2007), em que foram obtidos apenas valores negativos de actividade antioxidante, com 

registo máximo de -4,56±0,2% de I. galbana, -6,32±0,7% de S. quadricauda, -

11,35±0,6% de N. oculata e -24,60±1,7% de T. tetrathele, embora por outros métodos 

(por ensaio de ferro tiocianato e por ensaio de ácido tiobarbitúrico ) tenham obtido 

valores positivos de actividade antioxidante. Os autores desse trabalho não 

apresentaram nenhuma razão para a obtenção de valores negativos. No presente trabalho 

os valores negativos do extracto de I. galbana deveram-se a uma coloração mais escura 

nas amostras com extracto que as de controlo negativo. 

 Do estudo da actividade quelante do ião Fe
2+

, foi possível verificar que todos os 

extractos tiveram capacidade quelante embora o de I. galbana (10 mg/mL) não tenha 

induzido uma actividade quelante superior ao controlo positivo, tanto em média como 

em valor absoluto. As espécies com maior actividade quelante foram a T-chuii com 

102,09±1,03% e a Scenedesmus sp. com 101,24±2,69%, embora esta última tenha o 

maior valor de IC50. Isto deveu-se a ter registado um valor reduzido nas concentrações 1 
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e 5 mg/mL, mas elevado valor a 10 mg/mL.  Comparando com o trabalho de Wang et 

al. (2010), onde foi utilizado o mesmo protocolo para a determinação da actividade 

quelante de Fe
2+

 de Sargassum hemiphyllum e obtido um valor de IC50 de 2,07 mg/mL, 

claramente inferior ao das microalgas do presente estudo, ou seja, as microalgas apesar 

de revelarem valores mais elevados de actividade quelante em percentagem, revelaram 

ser necessário maior concentração para atingir o IC50. O mesmo acontecendo quando se 

compara estes resultados sobre microalgas com os de algumas espécies de plantas já 

estudadas como Feijoa sellowiana, Sambucus ebulus e Zea mays por exemplo, que 

revelaram IC50 próximos de 1,5 mg/mL (Ebrahimzadeh et al., 2008). 

 Como referido nos resultados, nenhum extracto aquoso revelou actividade 

quelante de Cu
2+

 superior a 50%. As espécies com maior actividade foram I. galbana e 

N. oculata e B. braunii com respectivamente 32,53±5,89%, 29,32±17,76% e 26,27 ± 

18,03%. A espécie com menor actividade foi a Scenedesmus sp. com um máximo de 

9,68±16,84%. 

 Quanto ao estudo das propriedades antibióticas dos extractos aquosos e dos 

extractos em DMSO de hexano, acetona e éter dietílico das cinco microalgas em estudo, 

nenhum revelou poder antibacteriano contra L. anguillarum  nem contra P. damselae 

piscicida. Tendo em consideração o trabalho de Katircioglu et al. (2006) seria de 

esperar que, pelo menos os extractos de acetona e éter revelassem alguma actividade 

antibiótica uma vez que, no trabalho referido, os extractos de acetona e éter de diversas 

espécies de microalgas revelaram actividade antimicrobiana em bactérias Gram 

negativas. Também Bansemir et al. (2006) obtiveram actividade antibiótica de 23 

espécies de macroalgas contra L. anguillarum, Pseudomonas anguilliseptica, 

Aeromonas hydrophila, A. salmonicida e Yersinia rickeri, embora estes tenham 

resultado de extractos de diclorometano. 

 Este trabalho visou estudar algumas características que fazem das microalgas o 

elo fundamental de uma aquacultura sustentável e menos propensa à proliferação de 

agentes patogénicos. Apesar da importância nutricional das microalgas, talvez não seja 

só esta característica que permite aos aquacultores terem registos de elevadas taxas de 

sobrevivência quando se inclui microalgas nas dietas dos peixes. 

 Com a realização deste trabalho foi possível concluir que os extractos aquosos e 

os extractos em DMSO de hexano, acetona e éter dietílico das microalgas cinco 

microalgas estudadas não apresentaram propriedades antibióticas contra L. anguillarum 
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e P. damselae piscicida, na concentração de 10 mg/mL. No entanto parece ser possível 

que tenham capacidade antibacteriana contra outras estirpes de bactérias ou em 

concentrações superiores. Contudo, destacou-se a capacidade imuno-estimulatória das 

microalgas I. galbana, Scenedesmus sp. e N. oculata. Destacou-se também a capacidade 

antioxidante dos extractos aquosos de T. chuii, B. braunii, Scenedesmus sp. e N. 

oculata, pelo método de DPPH. Nenhum dos extractos revelou elevado poder quelante 

de cobre mas todos revelaram elevado poder quelante de Fe
2+

. Parece ser possível 

determinar o valor IC50 da actividade quelante das microalgas em estudo, basta 

aumentar a concentração dos extractos utilizados. É necessário proceder a mais estudos 

de forma a determinar exactamente que compostos antioxidantes e imunoestimulantes 

estão presentes nas microalgas e como se relacionam com o bem estar dos animais de 

aquacultura e com a qualidade do produto final das pisciculturas. 
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