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Abstract 

 

The discovery of antibiotics revolutionized the treatment of infectious diseases. However, the 

efficiency of antibiotics has been compromised by the worldwide spread of antibiotic resistance 

mechanisms, and the research of new antibacterial compounds is needed. Cyanobacteria have been 

studied for the production of secondary metabolites with antibacterial activity. 

The aim of this study was to assess the antibacterial activity of twenty-five cyanobacterial 

strains belonging to ESSACC collection. In that way, extracts of these cyanobacteria were prepared 

with hexane, dichloromethane:methanol (2:1), methanol (70%) and water. Two sequential extractions 

were performed: (I) non-polar to polar solvents; (II) polar to non-polar solvents. The susceptibility 

phenotype of nine pathogenic bacteria to these extracts was analyzed by the Disk Diffusion and the 

Microdilution assays. 

In the Disk Diffusion method, none of the cyanobacterial extracts completely inhibited the 

growth of the studied bacteria. However, the bacterial growth of P. aeruginosa ATCC 27853 

decreased when exposed to the extracts of hexane (I) of Aphanizomenon flos-aquae (LMECYA 088), 

methanol (II) of Oscillatoria limosa (SAG 42.87), dichlorometane:methanol (I)/ methanol (I) of 

Arthrospira platensis (SAG 85.79) and dichlorometane:methanol (I)/(II) of Nostoc sp. (LMECYA 

330). In the Microdilution method, only the methanolic extract (I) of A. platensis (SAG 85.79), at 25% 

v/v, fully inhibited the growth of P. aeruginosa ATCC 27853. Additionally, the adjuvant activity of 

those extracts on standard antibiotics for P. aeruginosa was analyzed, and all the extracts exacerbate 

the antibacterial activity of aztreonam and piperacillin/tazobactam, except for the 

dichlorometane:methanol extract (I) of A. platensis (SAG 85.79) that only exacerbate the activity of 

aztraeonam. Furthermore, the dichlorometane:methanol extract (I) of Nostoc sp. (LMECYA 330) 

exhibit synergic activity with ertapenem. 

These results contributed to the identification of four cyanobacterial strains as potential 

sources of antibacterial compounds, which might be employed to mitigate the current scenario of 

antibiotic resistance. 

 

Keywords: antibiotic resistance, natural bioactive compounds, cyanobacteria, antibacterial activity, 

adjuvants 
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Resumo 

 

 A descoberta dos antibióticos revolucionou a medicina, mas a sua eficácia está comprometida 

devido à disseminação de mecanismos de resistência a antibióticos, sendo urgente pesquisar novos 

compostos antibacterianos. As cianobactérias têm sido estudadas quanto à produção de metabolitos 

secundários com atividade antibacteriana. 

 Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade antibacteriana de vinte e cinco estirpes 

de cianobactérias pertencentes à coleção ESSACC. Para tal, foram produzidos extratos de hexano, 

diclorometano:metanol (2:1), metanol 70% e água destas estirpes, em duas extrações sequenciais com 

estes solventes: (I) do menos polar para o mais polar; (II) do mais polar para o menos polar. O 

fenótipo de suscetibilidade de nove bactérias patogénicas a esses extratos foi avaliado pelos métodos 

da Difusão em Disco e da Microdiluição. 

 Pelo método da Difusão em Disco nenhum dos extratos inibiu totalmente o crescimento 

bacteriano. No entanto, houve um decréscimo do crescimento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 quando exposta aos extratos de hexano (I) de Aphanizomenon flos-aquae (LMECYA 088), 

metanol (II) de Oscillatoria limosa (SAG 42.87), diclorometano:metanol (I)/ metanol (I) de 

Arthrospira platensis (SAG 85.79) e diclorometano:metanol (I)/(II) de Nostoc sp. (LMECYA 330). 

Pelo teste da Microdiluição verificou-se que o extrato metanólico (I) de A. platensis (SAG 85.79), a 

25% v/v, inibiu totalmente o crescimento de P. aeruginosa. Adicionalmente, analisou-se a atividade 

adjuvante destes extratos em antibióticos de referência para a P. aeruginosa e observou-se que todos 

potenciaram a atividade de aztreonam e piperaciclina/tazobactam, excetuando o extrato de 

diclorometano:metanol (I) de A. platensis (SAG 85.79) que apenas potenciou a atividade de 

aztreonam. O extrato de diclorometano:metanol (I) de Nostoc sp. (LMECYA 330) apresentou também 

atividade sinérgica com o ertapenem. 

Os resultados obtidos neste estudo permitiram identificar quatro estirpes cianobacterianas 

como potenciais fontes de compostos antibacterianos, o que pode contribuir para a mitigação do 

fenómeno da resistência a antibióticos. 

 

Palavras-chave: resistência a antibióticos, compostos bioativos naturais, cianobactérias, atividade 

antibacteriana, adjuvantes 
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1 Introdução 

 

1.1 Antibióticos 

Os antibióticos foram descobertos na primeira metade do século XX [1–4]. O 

desenvolvimento destes farmacoterapêuticos revolucionou drasticamente a medicina humana, na 

medida em que contribuiu para a melhoria dos cuidados de saúde, impediu a ocorrência de milhões de 

mortes por doenças infeciosas, e consequentemente promoveu o aumento da qualidade e da esperança 

média de vida [4–11]. A maior parte dos antibióticos utilizados atualmente foram descobertos na 

“Golden Age” dos antibióticos, entre 1940 e 1960, em organismos ambientais presentes no solo, 

nomeadamente fungos, bactérias e plantas [1,10–17]. Uns dos primeiros antibióticos a serem 

encontrados foram a penicilina, sintetizada pelo fungo Penicillium fungus, e a estreptomicina, 

produzida pela bactéria Streptomyces griseus, que foram descobertos pelos investigadores Alexander 

Fleming e Selman Waksman, respetivamente [4,15,18–24]. Efetivamente, o Filo das actinobactérias, 

evidenciou-se como um dos grupos de organismos mais prolífico na produção de antibióticos naturais 

[18,20,23,24]. 

Na fase inicial do seu desenvolvimento, os antibióticos eram considerados compostos naturais 

sintetizados por determinados microrganismos que pareciam atuar em defesa própria, inibindo o 

crescimento de outros organismos e neutralizando a ação de compostos tóxicos, presentes no meio 

envolvente [20,21,25,26]. Todavia, o avanço tecnológico permitiu compreender melhor a síntese e 

atividade destas moléculas [10,25,27]. Os antibióticos são moléculas complexas que apresentam 

diferentes grupos funcionais na sua estrutura química, e que parecem ser produzidos no fim do ciclo 

de vida do microrganismo produtor, não sendo essenciais para seu crescimento [25,27,28]. Como tal, 

estes compostos são considerados metabolitos secundários, cuja síntese ocorre em resposta a fatores 

ambientais e interações intra e interespecíficas, com o objetivo de garantir a sobrevivência dos 

organismos que os produzem [10,25,27]. Deste modo, estes metabolitos especializados auxiliam nas 

funções fisiológicas e ecológicas desempenhadas pelos organismos produtores, constituindo assim 

uma vantagem adaptativa [20,25]. 

Atualmente, existem diferentes classes de antibióticos, que apresentam modos de ação 

distintos nas células bacterianas [2,4,18,24,29]. No que concerne à origem, estes antibióticos podem 

ser de origem natural, semissintética ou sintética, e têm como função causar a morte de organismos ou 

inibir a sua atividade [28]. Os antibióticos de origem semissintética são desenvolvidos a partir da 

modificação da estrutura química de antibióticos naturais e, por sua vez, os antibióticos de origem 

sintética são totalmente produzidos laboratorialmente [10,24,29,30]. Nos últimos 30 anos, a maioria 

dos antibióticos desenvolvidos são semissintéticos e são derivados de classes de antibióticos já 

existentes [2,13,16,17,24]. As principais classes e subclasses de antibióticos que têm vindo a ser 

utilizados e a respetiva origem encontram-se representados na Figura 1.1.  
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Figura 1.1 - Principais classes de antibióticos e sua origem. Adaptado de [10].  

 

As penicilinas, as cefalosporinas, os carbapenemos e os monobactamos são subclasses de 

antibióticos naturais pertencentes à classe dos β-lactâmicos [2,4,18]. Do mesmo modo, os antibióticos 

das classes dos aminoglicosídeos, anfenicóis, estreptograminas, glicopeptídeos, lincosamidas, 

lipopeptídeos, macrólidos e tetraciclinas e polimixinas são de origem natural [2,4,18,24,29]. Por outro 

lado, os derivados do nitroimidazol, as oxazolidinonas, as quinolonas e as sulfonamidas representam 

classes de antibióticos desenvolvidos sinteticamente [2,4,24,29]. Por fim, as ansamicinas e a 

fosfomicina representam classes de antibióticos naturais mais recentes, descobertas entre os anos 70 e 

80 [2,4,24,29]. 

No que diz respeito à atividade, os antibióticos podem ser bactericidas e causar diretamente a 

morte da bactéria, podem ser bacteriostáticos e inibir a replicação das bactérias, ou podem ser 

simultaneamente bactericidas e bacteriostáticos, consoante a concentração do composto antibacteriano 

no organismo [1,12]. Relativamente à especificidade para as bactérias alvo, existem antibióticos de 

espetro largo, que podem ser usados contra quase todas as bactérias, e antibióticos de espetro estreito, 

cuja atividade antibacteriana é específica para uma ou apenas algumas espécies bacterianas [4,6]. 

Grande parte dos antibióticos é eficaz contra infeções causadas por bactérias Gram positivas e Gram 

negativas, contudo alguns antibióticos apenas são eficazes contra Gram positivas [4]. Na célula 

bacteriana, os antibióticos podem atuar através de mecanismos fundamentais ao funcionamento da 

mesma, através de diferentes modos de ação [2,4,24,29,31], sendo estes: 

 Inibição da síntese da parede celular – através da ligação a enzimas e intermediários 

da síntese; 

 Inibição da síntese de proteínas – através da ligação às subunidades 30S ou 50S do 

ribossoma; 

 Interferência na replicação e reparação do ácido desoxirribonucleico (ADN) – através 

da ligação a enzimas; 

 Interferência no metabolismo do ácido fólico; 

 Interferência na estrutura da membrana celular – através da ligação à membrana 

celular [2,4,10,29]. 

A Tabela 1.1 apresenta informação detalhada sobre as classes de antibióticos acima 

mencionados e respetivos modos de ação, espetro e tipo de atividade antibacteriana. Na atualidade, a 

classe de antibióticos mais utilizada na antibioterapia humana é a dos β-lactâmicos [20]. 
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Tabela 1.1 - Classes, modos de ação, tipo e espetro de atividade dos principais antibióticos usados na 

antibioterapia. Na coluna “Espetro de atividade”, adiciona-se informação relativa ao do tipo de bactérias para as quais os 
antibióticos são usados: bactérias Gram positivas (G+) e/ou bactérias Gram negativas (G-). (*) Classes de antibióticos mais 
recentes. 

 

 

Classes de 

antibióticos 

Exemplos de 

antibióticos 

Tipo de 

atividade 
Modos de ação 

Espetro de 

atividade 

Referência 

bibliográfica 

Penicilinas 
Amoxicilina, 

Meticilina 
Bactericida 

Inibição da síntese da 

parede celular 

Largo 

(G+/G-) 

[2,4,10,18,24] 

Cefalosporinas 
Ceftazidima, 

Cefepima 
Bactericida 

Inibição da síntese da 

parede celular 

Largo 

(G+/G-) 

[2,4,10,18] 

Carbapenemos 
Meropenem, 

Imipenem 
Bactericida 

Inibição da síntese da 

parede celular 
Largo (G-) 

[2,4,10] 

Monobactamos  Aztreonam Bactericida 
Inibição da síntese da 

parede celular 
Estreito (G-) 

[4,10] 

Aminoglicosídeos 
Gentamicina, 

Estreptomicina 
Bactericida 

Inibição da síntese de 

proteínas 

Largo 

(G+/G-) 

[4,10,18] 

Anfenicóis Cloranfenicol Bacteriostático 
Inibição da síntese de 

proteínas 
Largo (G+) 

[2,4,10,24] 

Derivados do 

Nitroimidazol 
Metronidazol Bactericida 

Interferência na 

replicação e 

reparação do ADN 

Largo 

(G+/G-) 

[4] 

Estreptograminas 
Virginiamicina, 

Pristinamicina 

Bacteriostático

/Bactericida 

Inibição da síntese de 

proteínas 
Largo (G+) 

[10,24] 

Glicopeptídeos Vancomicina Bactericida 
Inibição da síntese da 

parede celular 

Estreito 

(G+) 

[2,4,10,18,24] 

Lincosamidas 
Clindamicina, 

Lincomicina 

Bacteriostático

/Bactericida 

Inibição da síntese de 

proteínas 

Estreito 

(G+) 

[4,10] 

Lipopeptídeos Daptomicina Bactericida 

Interferência na 

estrutura da 

membrana celular 

Largo (G+) 

[2,4,10,18] 

Macrólidos 
Eritromicina, 

Claritromicina 

Bacteriostático

/Bactericida 

Inibição da síntese de 

proteínas 

Estreito 

(G+) 

[2,4,10,18,24,

29] 

Oxazolidinonas 
Linezolida, 
Tedizolida 

Bactericida 
Inibição da síntese de 

proteínas 
Largo (G+) 

[2,4,24] 

Polimixinas Colistina Bactericida 

Interferência na 

estrutura da 
membrana celular 

Estreito (G-) 

[2,4,10,24,29] 

Quinolonas 
Ciprofloxacina, 
Levofloxacina 

Bactericida 
Interferência na 

replicação e 

reparação do ADN 

Largo (G-) 
[4,24,29] 

Sulfonamidas 
Mafenida, 

Sulfametizol 
Bacteriostático 

Interferência no 

metabolismo do 

ácido fólico 

Largo 

(G+/G-) 

[2,24,29] 

Tetraciclinas 
Doxiciclina, 

Tigeciclina 
Bacteriostático 

Inibição da síntese de 

proteínas 

Largo 

(G+/G-) 

[2,4,10,18,24] 

Ansamicinas* Rifamicina Bactericida 

Interferência na 

replicação e 

reparação do ADN 

Largo 

(G+/G-) 

[2,10] 

Fosfomicina* Fosfomicina Bactericida 
Inibição da síntese da 

parede celular 

Largo 

(G+/G-) 

[24] 
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Para além da descoberta dos antibióticos ter revolucionado o tratamento das doenças causadas 

por agentes infecciosos e ter possibilitado a sobrevivência de milhões de pessoas [16,32–34], o 

desenvolvimento e utilização de compostos antibacterianos também promoveu a melhoria dos 

cuidados de saúde, na medida em que contribuiu para o aperfeiçoamento de múltiplos procedimentos 

médicos, tais como cirurgias, transplantes de órgãos, quimioterapia e tratamentos associados a doenças 

crónicas [2,4,9,11,18,22,35,36]. Atualmente, os antibióticos são amplamente usados não só na 

medicina humana, mas também na medicina veterinária, agropecuária, agricultura e aquacultura 

[16,27,34]. Nestas áreas, os antibióticos são usados para fins profiláticos, como forma de prevenção no 

aparecimento de doenças infeciosas, e como fatores promotores do crescimento de organismos [23,37–

39]. 

 

1.2 Resistência a antibióticos 

Apesar do seu êxito nas várias áreas referidas, a eficácia de antibióticos utilizados no combate 

a doenças infeciosas tem vindo a ser comprometida devido ao aparecimento e disseminação de estirpes 

bacterianas resistentes a antibióticos [2,9,15,40]. Na natureza, para além dos microrganismos 

produtores de antibióticos, alguns microrganismos ambientais não produtores de antibióticos e 

microrganismos patogénicos1 apresentam um conjunto de genes de resistência a antibióticos (GRA) 

[18]. Os organismos produtores parecem possuir GRA contra os antibióticos que produzem, de modo a 

salvaguardarem-se da sua toxicidade, o que representa um fenómeno intrínseco de resistência a 

antibióticos [21,22]. De semelhante modo, organismos não produtores, tais como as bactérias 

patogénicas, têm desenvolvido estratégias biológicas de resistência à ação de compostos 

antibacterianos presentes no meio ambiente, para garantirem a sua sobrevivência [29,41,42]. Estas 

estratégias adaptativas apresentadas por estirpes bacterianas são denominadas de mecanismos de 

resistência a antibióticos (MRA) e constituem um processo evolutivo natural, que pode ocorrer em 

resposta a fatores ambientais diversos [29,41,42]. 

A nível celular, os MRA podem surgir através de mutações em genes cromossómicos, e como 

tal serem inatos ao organismo [18,39,43]. Além disso, os MRA podem também resultar da ocorrência 

do processo de transferência horizontal de genes (THG), e conferir resistência a bactérias comensais 

presentes na microbiota humana e animal [18,20,31,34,44,45]. Por outro lado, ao nível da 

comunidade, a resistência a antibióticos pode ser adquirida através da transição de uma célula 

bacteriana, na sua forma livre, para uma comunidade bacteriana estratificada [29,39,41,43]. Esta 

associação de células bacterianas encontra-se envolta numa matriz de polissacáridos, proteínas e ADN 

extracelular por ela produzida, formando um biofilme [29,32,41,46]. 

A presença de GRA em elementos genéticos móveis (EGM) existentes no meio ambiente, 

nomeadamente plasmídeos, bacteriófagos e transposões, [18,22,29,31,38,41,43], e sua disseminação 

pelas comunidades bacterianas através da THG, promove a ocorrência do fenómeno de resistência a 

antibióticos [18,22,29,31]. Os EGM são sequências de material genético e proteínas com capacidade 

de se deslocar no genoma de um organismo ou entre células de organismos diferentes (Figura 1.2), e 

que funcionam, simultaneamente, como veículos de aquisição e propagação de genes de resistência 

[20,29,47]. Assim, o processo de transferência horizontal de informação genética, que acontece de 

uma célula bacteriana para outra, pode ocorrer através de três vias distintas, mediante a presença ou 

ausência de EGM, sendo estas [18,22,29,31,38,41,43,48]: 

                                                             
1 Qualquer agente biológico que cause doença. 
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 Transformação – Aquisição, por uma célula bacteriana, de material genético presente 

no meio envolvente proveniente de outra célula; 

 Transdução – Passagem, de uma célula bacteriana para outra, de material genético 

previamente incorporado por um bacteriófago; 

 Conjugação – Transferência, de uma célula bacteriana para a outra, de informação 

genética mediante a presença de um plasmídeo. 

 . 

 

No entanto, a conjugação mediada por plasmídeos é o processo de transferência genética pelo 

qual grande parte dos GRA é propagada entre as diferentes espécies de bactérias, pelo facto de ser o 

mais eficaz [18,41]. Neste processo pode existir transferência de vários GRA em simultâneo [18,41]. 

Deste modo, a THG possibilita a disseminação e o desenvolvimento de diferentes MRA nas bactérias, 

que podem ou não ocorrer simultaneamente [1,29]. Os principais MRA desenvolvidos pelas bactérias 

encontram-se descritos na Tabela 1.2. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2 - Vias de transferência horizontal de material genético. Adaptado de [47].  
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Tabela 1.2 - Mecanismos de resistência a antibióticos apresentados por bactérias.  

 

Na natureza existe um pool de GRA e de EGM [20,21,27,31]. Em conjunto com as bactérias 

resistentes a antibióticos, estes constituem o resistoma ambiental [20,21,27,31]. Numa comunidade 

bacteriana, a transferência de GRA entre os microrganismos, através da THG, é um processo evolutivo 

que lhes confere capacidades de adaptação e colonização de novos nichos, pelo desenvolvimento de 

MRA [20,31]. Neste contexto, a resistência a antibióticos é um fenómeno natural de evolução 

apresentado pelas bactérias [2,27,31]. Contudo, na atualidade, a ocorrência de novos GRA em 

populações bacterianas não se deve apenas a fatores ambientais de adaptabilidade e dispersão [18]. 

Em ecossistemas naturais, organismos resistentes a antibióticos e organismos sensíveis a 

antibióticos coexistem e beneficiam-se mutuamente na presença de concentrações baixas de múltiplos 

compostos antibacterianos [20,22]. Todavia, nas últimas décadas, o uso exacerbado de antibióticos em 

diferentes setores conduziu à acumulação destes compostos no meio ambiente e à emergência de um 

fenómeno de pressão seletiva [1,8,9,18,20,31,38]. A constante exposição das bactérias a diferentes 

concentrações de antibióticos desencadeou a emergência de um fenómeno de seleção ambiental de 

bactérias resistentes a antibióticos [1,8,18,29,37], através da transferência horizontal de GRA de 

organismos produtores para bactérias comensais e patogénicas, existentes nas populações bacterianas 

[18,31,34,44,45]. Desta forma, determinados grupos de bactérias resistentes a antibióticos têm vindo a 

ser selecionados durante o processo evolutivo [6,33,34,49]. 

No meio ambiente, existem reservatórios de GRA e EGM onde diferentes populações e 

comunidades bacterianas interagem entre si, na presença de concentrações subinibitórias de 

antibióticos e de compostos químicos gerados por atividades antropogénicas, tais como metais pesados 

e nanomateriais, que podem ser igualmente indutores de fenómenos de pressão seletiva 

[9,18,20,22,31,45]. Esses reservatórios são considerados reatores genéticos pelo facto de propiciarem 

a emergência de fenómenos de resistência a antibióticos em bactérias [20,23,35,38,39,45]. Nos 

reatores genéticos ocorre troca genética entre espécies bacterianas ambientais e estirpes bacterianas 

clínicas, que podem ou não ser patogénicas [11,18,20–22]. Posto isto, os principais reatores genéticos 

promotores de resistência a antibióticos nas bactérias são [16,17,23,27,37–39,45]: 

 O Microbioma humano e animal, que são constituídos por diferentes populações de 

bactérias; 

Mecanismo de resistência a antibióticos 
Referência 

bibliográfica 

Inativação enzimática do 
antibiótico 

Produção de enzimas que hidrolisam ou inativam o 
antibiótico. 

[2,18,22,29,41] 

Alteração do local de ação do 
antibiótico 

Interferência ou alteração do local de ligação do 

antibiótico, diminuindo ou anulando a afinidade do 

mesmo. 

[2,18,22,29,41] 

Alteração da permeabilidade 

da membrana celular 

Redução da permeabilidade da membrana, pela 

modificação da sua estrutura ao nível das proteínas 
responsáveis pela passagem do antibiótico. 

[2,18,22,29,41] 

Ativação de bombas de efluxo 

Ativação de bombas de efluxo, proteínas presentes na 

membrana celular, responsáveis pela remoção do 
antibiótico do interior da célula, transportando-o do 

meio intracelular para o meio extracelular. 

[2,18,22,29,41] 
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 Resíduos biológicos provenientes da medicina humana e veterinária, indústria 

farmacêutica, agropecuária, agricultura e aquacultura; 

 Efluentes de estações de tratamento de água; 

 Solo e ambientes aquáticos. 

Os ecossistemas aquáticos são os principais locais de transferência de GRA [20,31]. Nestes 

locais, os resíduos de antibióticos libertados pelos setores acima mencionados resistem a processos de 

biodegradação [20,31]. A presença destes compostos, mesmo que em concentrações baixas, pode ter 

consequências nefastas em organismos aquáticos, tais como peixes, principalmente durante períodos 

longos de exposição [20,27,31,50]. 

 Como já foi mencionado, o uso exacerbado de antibióticos, principalmente como profilaxia, 

foi o fator determinante no aparecimento da resistência a antibióticos [7,17,49]. A nível clínico, a 

administração de quantidades elevadas de antibióticos e de vários antibióticos simultaneamente no 

tratamento de infeções bacterianas, de forma a prolongar a eficácia da terapêutica 

[12,21,27,29,37,38,51], o uso inadequado de antibióticos em doenças não causadas por bactérias e 

ainda a indisponibilidade de ferramentas de avaliação e diagnóstico apropriados, também contribuíram 

para o desenvolvimento desse fenómeno [2,4,8,27,29,40]. Por outro lado, a desinformação acerca do 

uso de antibióticos, o acesso a antibióticos sem prescrição médica e a automedicação por parte da 

população foram também fatores decisivos [4,8,21,24,35,37,52,53]. Contudo, neste cenário da 

resistência a antibióticos, o mais alarmante é o insucesso da indústria farmacêutica na descoberta e 

produção de novos antibióticos, apesar do investimento no processo de desenvolvimento de fármacos 

[2,15,21,51,54]. 

Assim, as bactérias têm desenvolvido, à escala global e de forma contínua, mecanismos e 

sistemas de adaptação a vários compostos antibacterianos [7,17,55,56]. O fenómeno de resistência a 

antibióticos representa um dos principais e mais urgentes problemas de saúde pública do século XXI 

[1,10,11,15,19,36,57], com consequências ao nível clínico, económico e social [5,8,32,46,53,58]. 

 Devido à disseminação da resistência a antibióticos, as taxas de morbilidade e mortalidade têm 

vindo a aumentar, sobretudo na população suscetível [1,4,8,46,53,59–61]. Anualmente, ocorrem mais 

de 700 000 mortes por doenças infeciosas causadas por bactérias resistentes [1,4,8,59], tendo sido já 

estimado que este número pode aumentar para 10 milhões em 2050 [7,10,20,31,32,37,39,43]. Em 

contexto clínico, para além de frequentemente causarem infeções nosocomiais, isto é, adquiridas no 

hospital, e estarem associadas à administração de doses elevadas de antibióticos e ao prolongamento 

da estadia do paciente, o que tem custos associados [29,37,43,53,60,61], a presença de estirpes 

bacterianas resistentes a antibióticos pode impossibilitar a realização de procedimentos hospitalares 

[37,39]. Adicionalmente, estas bactérias têm-se mostrado cada vez mais resistentes a antibióticos da 

classe dos carbapenemos, considerados “antibióticos de última linha” por serem os mais eficazes no 

tratamento de infeções causadas por estirpes multirresistentes, o que tem sido alarmante [1,4,8,59]. A 

nível económico, a iminente crise de antibióticos pode vir a agravar o contexto atual de pobreza 

mundial [1,8,29,37,39,59]. 

Ainda a nível clínico, com a alteração gradual da composição e do tipo de populações 

presentes nos ecossistemas tem-se verificado o aumento do número de bactérias patogénicas 

multirresistentes a um ou mais antibióticos e da virulência2 de algumas estirpes bacterianas 

[5,20,21,27,31,46,62]. Deste modo, clinicamente as bactérias multirresistentes são divididas, de 

                                                             
2 Capacidade do agente biológico em produzir efeitos graves ou fatais quando provoca doença. 
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acordo com o grau de resistência que apresentam, isto é, consoante o número de antibióticos a que são 

resistentes, em [4,15,18,52,61,63]: 

 Bactérias multirresistentes (multidrug resistant, MDR) – resistentes a pelo menos um 

antibiótico de três classes de antibióticos diferentes; 

 Bactérias extensivamente resistentes (extremely drug-resistant, XDR) – resistentes a 

quase todas as classes de antibióticos; 

 Bactérias pan-resistentes (pan-drug resistant, PDR) – resistentes a todas as classes de 

antibióticos. 

Em ambiente hospitalar, o número de bactérias resistentes dos tipos MDR e XDR tem vindo a 

aumentar exponencialmente [32,52]. Atendendo a todo o cenário da resistência a antibióticos, o 

aparecimento e a disseminação de bactérias multirresistentes a várias classes de antibióticos apresenta-

se como uma questão crítica, já que para a maior parte delas não existe tratamento [8]. 

Em 2017, a Organização Mundial da Saúde (OMS) apresentou uma lista das principais 

bactérias multirresistentes a antibióticos que são responsáveis pela emergência de doenças infeciosas 

severas e que, como tal, apresentam risco para a saúde humana [15,54,63,64]. Esta lista foi elaborada 

com o propósito de priorizar a pesquisa e o desenvolvimento de estratégias de produção de 

antibióticos que sejam eficazes no tratamento das mesmas de acordo com diferentes critérios, tais 

como a prevalência de resistência, disponibilidade de tratamento e mortalidade associada 

[2,11,15,64,65]. Assim sendo, estas bactérias multirresistentes patogénicas foram agrupadas em três 

categorias, crítica, elevada e média, conforme o nível de prioridade para investigação e 

desenvolvimento de novos antibióticos [2,32,66] e são apresentadas na Tabela 1.3. 

  



9 
 

Tabela 1.3 - Lista das bactérias multirresistentes patogénicas prioritárias na investigação e no desenvolvimento de 

novos antibióticos. Esta lista foi criada pela OMS e incluí 12 famílias de bactérias. (*) A família Enterobacteriaceae inclui: 
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Providencia spp. e Morganella spp. 
Adaptado de [15,64].  

 Família de bactérias Resistente a 

Prioridade 1: 

Crítica 

Acinetobacter baumannii Carbapenemos 

Pseudomonas aeruginosa Carbapenemos 

Enterobacteriaceae* Carbapenemos e cefalosporinas 
 

Prioridade 2: 

Elevada 

Enterococcus faecium Vancomicina 

Staphylococcus aureus Meticilina e vancomicina 

Helicobacter pylori Claritromicina 

Campylobacter Fluoroquinolonas 

Salmonella spp. Fluoroquinolonas 

Neisseria gonorrhoeae Cefalosporinas e fluoroquinolonas 
 

Prioridade 3: 
Média 

Streptococcus pneumoniae Penicilina 

Haemophilus influenzae Ampicilina 

Shigella spp. Fluoroquinolonas 

 

Estas bactérias patogénicas são resistentes a vários antibióticos [2,63]. A criação desta lista 

pela OMS evidenciou a existência de um conjunto de bactérias associadas ao aparecimento e 

propagação de determinadas infeções nosocomiais de difícil tratamento, e desta forma particularmente 

preocupantes [2,20,21,41,63]. Estas espécies bacterianas são Enterococcus spp., Staphylococcus 

aureus, Klebsiella spp., Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. 

(ESKAPE) [20,21,41,63]. As bactérias ESKAPE são Gram negativas e multirresistentes [2,11]. 

  A pesquisa e o desenvolvimento de novos antibióticos seria a solução ideal para combater o 

avanço da resistência a antibióticos, no entanto poucas ou nenhumas novas classes de antibióticos 

foram desenvolvidas nas últimas décadas, o que se deve principalmente ao facto de os antibióticos em 

desenvolvimento não reunirem as condições farmacológicas e biológicas pretendidas [16,17,45,46,51]. 

Porém, existem algumas soluções mais imediatas, que podem contribuir para a mitigar o fenómeno da 

resistência a antibióticos [1,12,24,41,51]. Deste modo, efetuar a prescrição e administração racional de 

antibióticos em contexto terapêutico, isto é, evitar a administrações de doses de antibióticos maiores 

do que o suposto e a prescrição de antibióticos de largo espetro, bem como recorrer a terapias 

alternativas, tais como a aplicação de bacteriófagos e probióticos na indústria alimentar e 

farmacêutica, são estratégias cuja utilização pode atenuar o cenário da resistência a antibióticos 

[8,12,24,27,67]. 

O desenvolvimento de compostos antibiofilme que possam interferir na estrutura do biofilme, 

impedindo a adesão das bactérias e, portanto, diminuindo a capacidade das bactérias produtoras de 

biofilme de subsistir no meio ambiente e propagar GRA e MRA, também pode ser uma boa opção de 

mitigação [1,20,24,41]. A monitorização da libertação de resíduos de compostos antibacterianos para o 

meio ambiente também pode ser crucial na atenuação da ocorrência e dispersão de GRA e MRA 

[13,22,31]. Por outro lado, considerar a multiterapia, ou seja, a combinação entre antibióticos 

pertencentes à mesma classe ou a associação entre antibióticos e outros compostos com propriedades 

antibacterianas, tais como os compostos adjuvantes de antibióticos, pode ser uma forma de prevenir a 
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emergência de novas estirpes resistentes a antibióticos e, consequentemente mitigar o cenário de 

resistência a antibióticos [1,12,15,22,51] 

Os adjuvantes são compostos naturais que, apesar de não terem atividade antibacteriana 

comprovada, quando combinados com antibióticos intensificam as suas propriedades, nomeadamente 

a atividade bactericida e bacteriostática, podendo aumentar a eficácia destes antimicrobianos 

[1,25,37,51]. Os tipos de adjuvantes conhecidos incluem inibidores das β-lactamases, inibidores de 

bombas de efluxo e estimuladores da permeabilidade da membrana [2,51]. Desta forma, os adjuvantes 

dos antibióticos podem interagir com os antibióticos, afetar os MRA desenvolvidos pelas bactérias, 

prolongar a longevidade dos antibióticos e minimizar o fenómeno de resistência aos mesmos 

[2,37,51]. O ácido clavulânico, o sulbactam e o tazobactam são exemplos de adjuvantes de antibióticos 

utilizados na antibioterapia moderna [2]. 

 

 

1.3 Pesquisa de novos antibióticos 

Nos últimos tempos, apenas um número reduzido de novas classes de antibióticos foi 

desenvolvido, apesar da urgência de combater o cenário atual da disseminação de estirpes 

multirresistentes e, como tal, de produzir novos antibióticos [9,15,16,21,22]. Desde a descoberta do 

primeiro antibiótico natural, a penicilina, que começou a ser investigada a presença de outros 

compostos com propriedades antibacterianas noutros microrganismos e, desta forma, foram 

identificadas mais moléculas químicas que se tornaram antibióticos naturais ou serviram para a 

produção de novos antibióticos [4,15,18–22,68]. Na atualidade, a maior parte dos antibióticos 

utilizados deriva de compostos naturais, isolados de microrganismos há algumas décadas atrás [67]. 

A maioria dos antibióticos existentes são semissintéticos, ou seja, foram desenvolvidos através 

da alteração e modificação de compostos antibacterianos naturais [12,30,65] e, consequentemente, 

atuam contra mecanismos de resistência específicos [4,11,15,23,54]. A modificação química dos 

antibióticos naturais existentes permitiu a diminuição da toxicidade biológica que frequentemente 

apresentavam, a estabilização da estrutura química e, portanto a melhoria da sua eficácia [21,24]. Por 

seu turno, o desenvolvimento de antibióticos sintéticos em contexto laboratorial permitiu não só a 

introdução de novas moléculas na antibioterapia, como também possibilitou a otimização da produção 

de antibióticos a uma escala industrial [10,21,24,29]. Apesar do desenvolvimento de versões 

semissintéticas de antibióticos se apresentar como uma solução às limitações encontradas na 

antibioterapia, os antibióticos semissintéticos favorecem o aparecimento de fenómenos de 

multirresistência, na medida em que os modos de ação sobre as bactérias permanecem os mesmos 

[12,54]. 

Deste modo, é fundamental e urgente investir na descoberta de novos compostos 

antibacterianos que ultrapassem todas as limitações encontradas [21,24,67] Assim, durante o processo 

de desenvolvimento de antibióticos, devem ser explorados compostos que consigam [2,4,8,41,51,59]: 

 Impedir de forma eficaz o crescimento do agente patogénico e a proliferação dos 

respetivos mecanismos de resistência; 

 Atuar especificamente em processos vitais do agente patogénico, sem prejudicar e 

desequilibrar as populações bacterianas comensais presentes no organismo humano; 

 Apresentar pouca ou nenhuma toxicidade sobre os restantes processos fisiológicos do 

organismo humano; 
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 Possuir modos de ação diferentes dos antibióticos existentes, de modo a evitar os 

mecanismos de resistência presentes nas bactérias; 

 Exercer baixa pressão seletiva no meio ambiente. 

Tal como já foi referido no ponto 1.1, os primeiros microrganismos a ser estudados como 

fontes naturais de antibióticos foram fungos, bactérias e, em particular, organismos presentes no solo 

[18,20,23,25,67]. Os compostos naturais são conhecidos por apresentarem uma variedade de 

propriedades antimicrobianas [16,17,69]. Estes são metabolitos especializados que auxiliam o 

organismo produtor no desempenho das suas funções fisiológicas e ambientais [25]. O aparecimento 

de novas doenças infecciosas causadas por bactérias e a crescente evolução dos agentes patogénicos 

multirresistentes vieram intensificar a pesquisa de novos compostos antibacterianos na natureza, não 

só em grupos de organismos conhecidos pela sua produção, mas também em grupos de organismos 

diferentes [1,10,25,63,70,71]. 

Atualmente, a pesquisa de novas moléculas naturais com propriedades antibacterianas contra 

determinados microrganismos tem sido intensificada em organismos que não os tradicionais, tais 

como plantas, macroalgas e microalgas [6,14,17,40,63,71,72], uma vez que estes organismos 

constituem uma fonte vasta de metabolitos ativos com propriedades antimicrobianas [10,70–72]. 

Essencialmente, o processo tradicional de pesquisa de compostos antibacterianos naturais consiste no 

isolamento dos compostos bioativos de culturas laboratorialmente produzidas, dos organismos de 

interesse, e na subsequente avaliação desses compostos quanto à inibição do crescimento de 

organismos alvo, as bactérias patogénicas [25]. Este procedimento compreende as fases 

esquematizadas na Figura 1.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.3 - Processo de pesquisa de compostos antibacterianos naturais. Adaptado de [68].  

 

Algumas plantas produzem metabolitos secundários em resposta a fatores bióticos e abióticos 

adversos, alguns dos quais com comprovada eficácia no tratamento de infeções bacterianas [1,70,73]. 

Por outro lado, extratos vegetais, obtidos a partir de plantas podem ser também usados como 
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adjuvantes de outros antibióticos [1,70]. Outro grupo de organismos que têm revelado interesse para a 

pesquisa e desenvolvimento de antibióticos naturais são os organismos marinhos, nomeadamente 

macroalgas e microalgas [9,68,72,74–76], principalmente pelo facto de existir a possibilidade dos 

compostos bioativos produzidos por estes organismos serem altamente eficientes por estarem expostos 

ao efeito de diluição presente no meio aquático e mesmo assim manterem a sua bioatividade 

[19,68,70,71]. Nos últimos anos, tem sido dada particular atenção à avaliação da produção de 

moléculas antibacterianas naturais em cianobactérias [19,40,70,72,77]. 

Inicialmente, a atividade antibacteriana de compostos naturais era principalmente avaliada em 

bactérias Gram positivas, nomeadamente em Staphylococcus aureus resistente à meticilina, em 

Streptococcus pneumoniae, Bacillus subtilis, Listeria spp., Enterococcus faecium resistente à 

vancomicina, Enterococcus faecalis e Clostridium difficile [25,78,79]. Contudo, mais recentemente os 

compostos bioativos naturalmente produzidos têm sido principalmente avaliados em bactérias Gram 

negativas, tais como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Salmonella 

enterica, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa [78,79], tendo sido dada especial atenção 

às bactérias Gram negativas ESKAPE [78]. A necessidade de criar antibióticos eficazes contra estas 

bactérias é particularmente urgente, visto que o número de bactérias Gram negativas multirresistentes 

associadas a doenças infecciosas observadas em contexto clínico é elevado, e os antibióticos que 

existem não têm sido suficientes para impedir a sua disseminação [2,4,11,37,65,78]. Isto deve-se 

sobretudo à complexidade da estrutura celular que apresentam, com uma membrana externa 

constituída por lípidos, e ao desenvolvimento de vários mecanismos celulares de resistência 

específicos, como por exemplo a diminuição da permeabilidade da membrana externa a compostos 

antibacterianos [4,11,15,19,37,78]. 

Apesar de crescente, a pesquisa de compostos antibacterianos naturais apresenta algumas 

limitações, na medida em que é um trabalho intensivo, dispendioso e pouco rentável [67,68,78,80]. A 

produção destes compostos em laboratório requer a replicação de todas as condições a que os 

organismos produtores estão expostos no meio ambiente, de modo a induzir corretamente a síntese dos 

compostos de interesse, o que nem sempre é conseguido [67,68]. Por outro lado, alguns compostos 

naturais acabam por não exibir a atividade bacteriana pretendida in vitro, e outros podem inclusive 

apresentar toxicidade significativa [80]. 

Porém, a exposição das culturas de microrganismos a estímulos específicos, por forma a 

induzir a produção de determinados compostos em particular, através da alteração de parâmetros 

químicos e físicos como o pH, a temperatura e a disponibilidade de nutrientes, constitui uma 

abordagem utilizada para ultrapassar as limitações encontradas no processo de desenvolvimento de 

compostos antibacterianos a partir de organismos naturais [25,67]. De igual modo, produzir co-

culturas de diferentes espécies de organismos (por exemplo associações bactérias/fungos) também 

pode ser uma abordagem de interesse, uma vez que permite identificar novos compostos bioativos 

resultantes dessa interação e as respostas fisiológicas aos mesmos [25,67]. Presentemente, no processo 

de desenvolvimento de compostos antibacterianos a partir de organismos naturais têm sido aplicadas 

com sucesso várias técnicas e procedimentos, tais como a sequenciação de nova geração, ferramentas 

bioinformáticas e espetrometria de massa [67,78]. 

 

 



13 
 

1.4 Cianobactérias 

As cianobactérias são um grupo de microalgas que surgiu há cerca de 3,5 mil milhões de anos 

e que apresenta uma longa história evolutiva [9,50,72,81–83]. Estes microrganismos procarióticos 

fotossintéticos foram dos primeiros a colonizar o planeta, sendo os principais responsáveis pela 

formação da atmosfera oxigénica que impulsionou o aparecimento de várias formas de vida [76,84–

90]. As cianobactérias são um grupo de microrganismos diversificado que representa mais de 70% da 

comunidade do fitoplâncton e desempenha funções ecológicas essenciais em vários ecossistemas 

[26,44,76,82,84,91–93]. Taxonomicamente este grupo de microrganismos divide-se em várias ordens, 

sendo as três mais reconhecidas a Oscillatoriales, Chroococcales e Nostocales [71,76,92,94]. A nível 

morfológico, as cianobactérias podem ser unicelulares ou coloniais [26,40,58,71,76,81,88,90]. As 

células podem ser esféricas, em forma de bacilo e elipse [26,91]. Quando formam colónias, as 

cianobactérias podem estar envoltas numa mucilagem, que é uma estrutura que protege as células 

contra condições adversas, e apresentar formas diversas, tais como filamentos ou colónias esféricas 

[76,90–92,94]. A maior parte destes microrganismos são microscópicos, no entanto alguns podem ser 

visíveis macroscopicamente quando formam colónias e crescem massivamente (blooms) [81]). 

 Algumas estirpes de cianobactérias filamentosas, pertencentes à ordem Nostocales, podem 

possuir três tipos de células, nomeadamente células vegetativas, heterócitos e acinetos [26,71,76,91]. 

As células vegetativas são células fotossintéticas cuja formação ocorre em condições favoráveis 

[26,50,71,76,91]. Os heterócitos e os acinetos, por outro lado, são células especializadas que podem 

ser desenvolvidas em resposta a fatores ambientais adversos [50,58,88,91]. Os heterócitos são células 

responsáveis pela fixação de azoto, que são produzidas na presença de níveis de azoto insuficientes 

[50,58,76,84,88,91]. Por sua vez, os acinetos são células de resistência, capazes de acumular nutrientes 

de reserva, que subsistem em condições adversas, tais como dessecação, baixas temperaturas, 

congelação e níveis insuficientes de fósforo [50,58,76,84,88,91]. Quando as condições de 

desenvolvimento se tornam favoráveis estas células germinam, dando origem a uma nova população 

de cianobactérias [50,58,76]. Estas células especializadas conferem uma vantagem adaptativa às 

espécies de cianobactérias desta ordem [50,88,91]. 

 A estrutura e organização celular das cianobactérias é tipicamente procariótica, na medida em 

que não possuem organelos como núcleo, cloroplastos e mitocôndrias, contrariamente às células 

eucarióticas [17,50,76,84,90]. No entanto, as células cianobacterianas possuem sistemas 

fotossintéticos similares aos das algas eucarióticas, e são capazes de realizar respiração celular e 

fotossíntese [50,76,84]. Isto deve-se ao facto do sistema membranar destes organismos 

fotoautotróficos conseguir realizar o transporte de eletrões envolvido nos dois processos 

[17,71,76,81,84,95]. As cianobactérias são os principais organismos fixadores de dióxido de carbono 

(CO2), sendo que utilizam estas moléculas para o seu crescimento, produção de biomassa e de 

oxigénio (O2) durante a fotossíntese [45,50,76,84,85,88]. São ainda capazes de fixar azoto 

atmosférico, através de reações enzimáticas de conversão de azoto atmosférico em formas de azoto 

biologicamente acessíveis [50,83]. 

Pelo facto de realizarem fotossíntese e fixação de azoto atmosférico, as cianobactérias 

desempenham funções ecológicas importantes em vários ecossistemas [26,44,50,76,82,91]. Estes 

organismos são particularmente essenciais nos ecossistemas aquáticos, locais onde são produtores 

primários [50,76,82,84,85,91]. Por vezes, as cianobactérias vivem em associações ecológicas 

mutuamente benéficas com organismos não fotossintéticos, e que podem ser bactérias, fungos ou 

plantas, fornecendo-lhes carbono ou azoto em troca de nutrientes e proteção contra predadores 

[9,26,50,76,91]. Além disto, as cianobactérias interferem na dinâmica de algumas populações e 

comunidades aquáticas, dado que produzem e libertam para o meio ambiente compostos com atividade 
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alelopática, isto é, que influenciam de forma favorável ou desfavorável o crescimento, 

desenvolvimento e reprodução de outros organismos [50,83,96]. Estes compostos podem ser fatores de 

crescimento e promover o desenvolvimento dos organismos hospedeiros ou, por outro lado, auxiliar na 

defesa contra ataques predatórios [74,82,83].   

 Geograficamente, as cianobactérias encontram-se distribuídas por várias regiões, que variam 

de tropicais a áridas, e por diferentes ecossistemas, que podem ser aquáticos e terrestres, o que se deve 

ao facto de serem bastante eficazes na colonização de variados nichos ecológicos 

[9,26,40,50,71,86,88,89]. Deste modo, as cianobactérias podem ocupar ambientes marinhos, de água 

doce, como albufeiras e lagos, pântanos, solos, rochas, montanhas, desertos, e até habitats extremos 

como fontes hidrotermais, solos vulcânicos e glaciares [9,26,50,81,82,86,88,89,95]. Em ecossistemas 

aquáticos, existem cianobactérias planctónicas, que ocupam toda a coluna de água, e cianobactérias 

bênticas, que aderem a superfícies submersas, tais como sedimentos, rochas e plantas aquáticas 

[50,82,88,91]. A colonização eficaz de diferentes nichos ecológicos pelas cianobactérias deve-se às 

capacidades de adaptação e aos mecanismos celulares e fisiológicos que possuem 

[14,26,40,50,72,81,91,95,96].  

Assim, as cianobactérias são capazes de se adaptar a qualquer tipo de habitat e condição 

ambiental, e podem estar expostas a diversos predadores e agentes patogénicos [9,14,26,40,50,71]. 

Embora apenas necessitem de radiação solar, CO2, água e alguns nutrientes para o seu crescimento, 

este pode ser influenciado por inúmeros fatores ambientais, que podem ser bióticos e abióticos, tais 

como, pH, stress oxidativo, presença de compostos antibacterianos e de sideróforos (moléculas de 

origem bacteriana que atuam na captação de ferro) [25,26,71,75,81,88,91]. Estes microrganismos 

podem tolerar fatores de crescimento limitantes, nomeadamente condições de hipersalinidade, stress 

osmótico, ausência de azoto e baixa intensidade luminosa [14,26,40,71,81,88,89]. Algumas espécies 

de cianobactérias bênticas são capazes de crescer em condições heterotróficas, na ausência de luz e 

oxigénio, e realizar fermentação recorrendo a compostos orgânicos, tal como a glucose, como fonte de 

carbono [26,58,76,88]. 

 Em ecossistemas aquáticos, na presença de condições favoráveis ao seu crescimento, as 

cianobactérias crescem exponencialmente e formam blooms [26,50,89,91]. Um bloom cianobacteriano 

é detetado pela alteração visível da coloração da água causada pelo crescimento massivo de 

cianobactérias [85] (Figura 1.4). A formação de blooms de cianobactérias tem sido cada vez mais 

frequente, devido ao aumento da temperatura, dos níveis de CO2 atmosférico e da eutrofização das 

massas de água, isto é, a elevada concentração de nutrientes, condições estas que têm sido 

maioritariamente causadas por atividades antropogénicas e pelas alterações climáticas 

[58,80,83,89,91,97]. Muitas vezes, a formação de blooms pode ter impactos negativos no ecossistema, 

na medida em que pode conduzir à depleção de O2 e dos nutrientes disponíveis, dificultar o acesso de 

radiação solar nas camadas inferiores da coluna de água e, por outro lado, pode estar associada à 

produção de compostos tóxicos e de compostos com odor e sabor, como as cianotoxinas e a geosmina 

e o 2-methilisoborneol (MIB), respetivamente [26,58,80,83,89,96]. Estes compostos químicos podem 

comprometer a qualidade das massas de água e a sua utilização para fins recreativos e de consumo 

[26,58]. 
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Figura 1.4 - Exemplos de blooms de cianobactérias. Imagens adaptadas de [98]. 

Tanto a geosmina e o MIB como os compostos tóxicos produzidos pelas cianobactérias são 

considerados metabolitos secundários, uma vez que parecem não estar envolvidos no crescimento, 

desenvolvimento e reprodução das cianobactérias [50,71]. Segundo alguns autores, estes e outros 

metabolitos secundários são especificamente sintetizados pelas cianobactérias, em resposta às 

condições ambientais existentes nos nichos ecológicos que habitam [21,50,71,74,94]. Em particular, 

os metabolitos secundários cianobacterianos participam nas relações intraespecíficas e interespecíficas 

que as cianobactérias estabelecem [83,96,99]. A sua segregação pode beneficiar ou prejudicar o 

desenvolvimento de plantas, invertebrados e vertebrados, mesmo que se encontrem a baixas 

concentrações [30,74,82,83,96,99]). 

As cianotoxinas são um conjunto de metabolitos secundários produzidos por algumas estirpes 

de cianobactérias, cuja síntese parece funcionar como um mecanismo de proteção contra predadores 

[58,75,80–82,95]. Todavia, estes metabolitos também podem ser altamente nocivos para outros 

organismos mais distantes na escala evolutiva, como animais e plantas [85,91,97]. De acordo com o 

efeito biológico que exercem nos animais, as cianotoxinas podem ser então classificadas em 

neurotoxinas, hepatotoxinas, citotoxinas e dermatoxinas [14,71,89]. Alguns exemplos reconhecidos de 

toxinas destes grupos são as microcistinas, saxitoxinas, anatoxinas e nodularinas, que foram 

designadas consoante a espécie cianobacteriana de onde foram descobertas [14,71,89]. A produção 

destas toxinas pode representar um risco para a saúde pública, sobretudo quando as estirpes tóxicas 

proliferam e formam blooms [71,81,91,95]. A exposição a cianotoxinas, aguda ou crónica, pode causar 

efeitos tóxicos no sistema nervoso, rins, fígado e aparelho gastrointestinal [50,89]. Acresce o facto de 

que algumas cianotoxinas (microcistinas, nodularina e cilindrospermopsina) são genotóxicas, sendo a 

microcistina considerada possivelmente cancerígena [84]. Contudo, algumas cianotoxinas podem ser 

usadas para fins terapêuticos, no desenvolvimento de fármacos e em estudos ecotoxicológicos 

[26,71,81,82,85,89,95]. 

 A distribuição ubíqua por quase todos os tipos de habitats, a capacidade de proliferação 

elevada, a atividade fotossintética eficiente e a plasticidade metabólica são algumas das características 

evidenciadas pelas cianobactérias que podem fundamentar o facto de estes microrganismos 

constituírem um grupo com elevada diversidade morfológica, bioquímica e fisiológica 

[14,19,50,71,76,81,95]. Para além disto, todas estas características parecem estar relacionadas com a 

sua produção de metabolitos secundários com diversas atividades biológicas [80,83,99,100]. A 

produção destes compostos bioativos e a facilidade de manuseamento e de adaptação das 

cianobactérias em contexto laboratorial, por requererem condições de crescimento elementares e 

possuírem uma taxa de crescimento elevada, tornou as cianobactérias um alvo de interesse na 

produção industrial e biotecnologia [9,40,50,81,88,95]. Atualmente, as cianobactérias têm aplicações 

biotecnológicas na indústria alimentar e farmacêutica, na agricultura, na aquacultura, na produção de 
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cosméticos e de biocombustíveis e em processos de biorremediação de poluentes ambientais, como 

por exemplo no tratamento de águas residuais (Figura 1.5) [9,40,50,58,72,81,82,86,95]. 

As cianobactérias são utilizadas na produção de suplementos alimentares, que podem vir a ser 

essenciais para suprimir as exigências nutricionais populacionais decorrentes do cenário das alterações 

climáticas [50,86]. Por outro lado, a biomassa que produzem pode ser um potencial recurso no 

desenvolvimento de bioenergia e biocombustíveis [50,82]. Devido ao facto de serem capazes de 

tolerar condições extremas, as cianobactérias podem ainda ser usadas em processos de 

biorremediação, isto é, na remoção de poluentes presentes no meio ambiente, tais como metais 

pesados, herbicidas e pesticidas, e restaurar habitats degradados por fatores antropogénicos [26,50,91]. 

Todas estas potencialidades podem contribuir para o desenvolvimento sustentável e para a preservação 

do meio ambiente [26,50,82,86,91]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5 - Aplicações das cianobactérias na biotecnologia.  

 A produção de metabolitos secundários por cianobactérias tem vindo a ser cada vez mais 

estudada pela comunidade científica [84,93,97,101]. Estes compostos bioativos que apresentam uma 

grande variedade de propriedades biológicas são produzidos intra e extracelularmente, na presença de 

diferentes condições ambientais [9,14,40,50,75,96]. Dos compostos até agora descritos, cerca de 58% 

são produzidos por espécies de cianobactérias pertencentes ao género Oscillatoria, ao passo que 35% 

deriva de estirpes do género Lyngbya [82]. Os compostos bioativos naturais produzidos pelas 

cianobactérias podem pertencer a diferentes classes químicas, nomeadamente alcalóides, 

depsipeptídeos, lipopéptidos, macrólidos, péptidos, terpenos, polissacáridos, lípidos e policetídeos 

[14,50,58,70,71,82,88,95,96]. Estes compostos possuem propriedades benéficas, tais como 

[26,50,71,82]: 

 Fotoprotetoras - atuam contra a radiação solar; 

 Antioxidantes - previnem os efeitos nocivos das espécies reativas de oxigénio; 
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 Nutricionais, probióticas, antimicrobianas (antibacterianas, antifúngicas e antivirais), 

anticancerígenas, imunossupressoras, anti inflamatórias, e inibidoras de proteases – 

melhoram a saúde do organismo. 

Durante as últimas décadas, os compostos bioativos produzidos pelas cianobactérias têm sido 

essencialmente avaliados quanto às propriedades antimicrobianas contra bactérias e fungos 

[69,101,102]. No entanto, devido à emergência e disseminação de GRA, MRA e bactérias 

multirresistentes, tem sido atribuída particular relevância à avaliação de compostos bioativos com 

propriedades antibacterianas [69,76]. Tal como acontece para a maioria dos outros compostos 

bioativos sintetizados pelas cianobactérias, estes compostos antibacterianos parecem ser produzidos 

em resposta a fatores ambientais, bióticos e abióticos [10,74]. Porém, o facto de, em ecossistemas 

aquáticos, as cianobactérias encontrarem-se frequentemente expostas a bactérias multirresistentes e 

resíduos de antibióticos provenientes de alguns dos reatores genéticos mencionados no ponto 1.2, a 

produção de compostos naturais com atividade antibacteriana nas cianobactérias parece ser 

essencialmente um mecanismo de defesa [10,32,74,85,102].  

A maior parte das cianobactérias que produzem compostos antibacterianos pertencem às 

ordens Nostocales e Oscillatoriales [9,14,72], e parecem habitar principalmente ambientes marinhos, 

de água doce e solos [17,44,103,104]. Ao longo das últimas décadas, as espécies de cianobactérias 

mais utilizadas para avaliar a produção de compostos antibacterianos foram a Lyngbya majuscula, a 

Fischerella ambigua e a Nostoc sp. [17,40,44,72,104]. Para além destas cianobactérias, a produção de 

compostos com atividade antibacteriana já foi verificada em várias espécies dos géneros 

Dolichospermum, Scytonema e Leptolyngbya [58,105]. A atividade antimicrobiana das cianobactérias 

tem-se revelado eficaz contra bactérias Gram positivas e Gram negativas [71,72]. Em particular, a 

atividade antibacteriana destes compostos foi principalmente verificada em estirpes de Staphylococcus 

aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Mycobacterium tuberculosis 

[9,17,40,44,72,104]. Os compostos cianobacterianos com propriedades antibacterianas pertencem a 

diversas classes químicas, tais como depsipeptídeos, terpenos, macrólidos, alcalóides, derivadas de 

lactonas, policetídeos, péptidos, lípidos, compostos fenólicos (polifenóis e fenóis), compostos 

aromáticos e paraciclofanos [9,58,72,95]. Na Tabela 1.4 estão descritos compostos sintetizados por 

cianobactérias cuja atividade antibacteriana contra bactérias gram positivas e negativas já foi 

reportada. 
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Tabela 1.4 - Atividade antibacteriana reportada em cianobactérias: compostos cianobacterianos com atividade antibacteriana, classe química a que pertencem, cianobactérias 

produtoras e estirpes de bactérias alvo. Gram positivo (G+); Gram negativo (G-).  

Composto 

antibacteriano 
Classe química Cianobactéria Bactéria alvo Ref 

Malyngolide Lactonas Lyngbya majuscula Streptococcus pyogenes (G+); Pseudomonas aeruginosa (G-) [17,72,106] 

Parsiguine - Fischerella sp. Staphylococcus epidermidis (G+) [44,107] 

Ambigol A Polifenóis Fischerella ambigua Bacillus subtilis (G+); Escherichia coli ATCC 25922 (G-) [17,72,108] 

Tjipanazole D Alcalóides Fischerella ambigua Bacillus subtilis (G+); Micrococcus luteus (G+) [108] 

Kawaguchipeptin 

A, B 
Péptidos Microcystis aeruginosa Staphylococcus aureus (G+) [17,72,109] 

Noscomin Terpenos Nostoc commune 
Staphylococcus aureus (G+); Pseudomonas aeruginosa (G-); 

Staphylococcus epidermidis (G+); Escherichia coli (G-) 
[17,40,44,72] 

Comnostins A-E Terpenos Nostoc commune Escherichia coli (G-) [17] 

Ácido coriólico - Limnothrix redekei 
Staphylococccus aureus ATCC 25923 (G+);Micrococcus 

luteus (G+) 
[110] 

Nostocyclin A Acetilenos Nostoc sp. Staphylococcus aureus (G+) [17,40,111] 

Pahayokolide A Péptidos Lyngbya sp. Bacillus subtilis (G+); Bacillus megaterium (G+) [17,44,112] 

Ácido 

gamalinolénico 
Ácidos gordos Fischerella sp. 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 (G+); Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 (G-) 
[17,44,113] 

Ambiguines H, I Alcalóides Fischerella ambigua Staphylococcus epidermidis (G+); Bacillus subtilis (G+) [17,72,114] 

Hapalindoles G, H Isonitrilos Fischerella ambigua Mycobacterium tuberculosis; Mycobacterium smegmatis (G+) [17,72,115] 

Scytoscalarol Terpenos Scytonema sp. Staphylococcus aureus (G+); Escherichia coli (G-) [17,72,116] 

Fischambiguine B Alcalóides Fischerella ambigua Mycobacterium tuberculosis; Staphylococcus aureus (G+) [17,72,117] 

Carbamida 

ciclofanos A-E 
Policetídeos Nostoc sp. 

Bacillus subtilis (G+); Staphylococcus aureus (G+) 

 
[40,72,104,118] 

Carbamida 

ciclofanos H-L 
Policetídeos Nostoc sp. MRSA (G+); Streptococcus pneumoniae (G+) [72,104,119] 

Carbamida 

ciclofanos F, G 
Policetídeos Nostoc sp. Staphylococcus aureus (G+); Enterococcus faecalis (G+) [72,103,104] 

Lagunamides A, B Depsipeptídeos Lyngbya majuscula Pseudomonas aeruginosa (G-) [104,120] 
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Pitipeptolides A, B Depsipeptídeos Lyngbya majuscula Mycobacterium tuberculosis [9,72,104,121] 

Tenuecyclamides 

A-D 
Péptidos Nostoc spongiaeforme Bacillus subtilis (G+); Staphylococcus aureus (G+) [40,122] 

Anaephenes A-C Policetídeos Hormoscilla MRSA (G+) [72] 

Cybastacines A, B Terpenos Nostoc sp. 
Enterococcus faecalis (G+); Staphylococcus aureus (G+); 

Staphylococcus epidermidis (G+) 
[123] 

Lyngbyazothrins 

A-D 
Péptidos Lyngbya sp. Escherichia coli (G-); Pseudomonas aeruginosa (G-); [9] 

Ficocianina C Pigmentos Arthrospira platensis 
Escherichia coli (G-); Pseudomonas aeruginosa (G-); MRSA 

(G+) 
[124] 
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A atividade antibacteriana de compostos produzidos pelas cianobactérias tem sido 

principalmente avaliada através da preparação de extratos de cianobactérias e posterior exposição das 

bactérias alvo aos mesmos [19,70,74]. A extração de compostos bioativos nas cianobactérias depende 

não só da espécie cianobacteriana em si, mas também é influenciada pelo método de extração e pela 

polaridade dos solventes utilizados durante a extração, uma vez que estes podem interferir nas 

propriedades químicas e físicas dos compostos extraídos [70,74]. Conforme a polaridade dos 

solventes, podem ser extraídos compostos polares ou apolares [70,74]. Os solventes que têm sido mais 

utilizados na preparação destes extratos são o metanol, o clorofórmio, o acetato de etilo e o hexano 

[9,17,19,40,44,50,100,104]. A extração de compostos bioativos pode ainda ser realizada de modo 

diferencial, isto é, aplicando cada um dos solventes separadamente, ou de forma sequencial, partindo 

sempre da mesma biomassa e aplicando sucessivamente cada um dos solventes [17,44,100]. A 

preparação de extratos cianobacterianos pode ainda incluir processos de liofilização, a utilização de 

enzimas e a realização de fermentação bacteriana [74]. Na literatura, os extratos cianobacterianos têm 

sido avaliados nas bactérias alvo maioritariamente através do método da Difusão em disco e da 

Microdiluição [17,44,100,104,125]. 

A produção de antibióticos a partir de culturas de cianobactérias é bastante promissora, 

principalmente em cianobactérias marinhas ou de água doce [17,40,58,84,92]. Isto deve-se ao facto de 

estes microrganismos autotróficos e fotossintéticos se encontrarem amplamente disponíveis na 

natureza e necessitarem apenas de luz e alguns nutrientes inorgânicos simples [17,40,76,84,92]. 

Adicionalmente, as cianobactérias são capazes de produzir diferentes compostos bioativos por 

alteração das condições de crescimento, o que possibilita a melhoria da bioatividade dos compostos e 

da produtividade do processo biotecnológico [40,84,102]. Porém, é necessário compreender melhor de 

que forma ocorre a produção destes compostos bioativos nas cianobactérias, e desenvolver métodos 

que permitam a obtenção de quantidades suficientes de biomassa, visto que as concentrações dos 

compostos extraídos das cianobactérias são reduzidas [17,71]. Apesar de o potencial antibacteriano 

das cianobactérias estar a ser cada vez mais estudado e de terem sido já descritos alguns compostos 

cianobacterianos com propriedades antibacterianas, no processo de desenvolvimento de fármacos 

apenas alguns destes compostos alcançaram a fase de ensaios clínicos, e nenhum deles foi ainda 

aprovado pelas autoridades competentes, nomeadamente a Food and Drug Administration 

[17,58,76,84]. 
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2 Objetivos 

 

Tendo em conta a problemática da disseminação e emergência de fenómenos de resistência a 

antibióticos e estirpes bacterianas multirresistentes, é essencial a pesquisa de novos antibióticos. Neste 

sentido, uma vez que já foi reportado o potencial antibacteriano de metabolitos secundários produzidos 

por algumas estirpes de cianobactérias, a produção de antibióticos naturais a partir de extratos 

cianobacterianos surge como uma alternativa bastante promissora. Contudo, apenas um número 

restrito de estirpes de cianobactérias e compostos com propriedades antibacterianas produzidos por 

estas foram avaliados e identificados. 

A Coleção de Culturas de Algas Estela Sousa e Silva (ESSACC), património do Instituto 

Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA), aloja cerca de 140 estirpes de cianobactérias 

isoladas de recursos hídricos nacionais, pertencentes a diversos géneros como Nostoc, Oscillatoria, 

Leptolyngbya, Planktothrix, Dolichospermum e Aphanizomenon. Algumas estirpes destes géneros 

foram descritas na literatura como produtoras de compostos com atividade antibacteriana.  

Nesta perspetiva, este trabalho teve como principal objetivo a avaliação da capacidade 

antibacteriana de várias estirpes de cianobactérias da coleção de culturas ESSACC. Para tal, foram 

objetivos específicos deste trabalho: 

 Produzir extratos de estirpes cianobacterianas isoladas de albufeiras e recursos hídricos de 

água doce, mantidas na coleção de culturas ESSACC; 

 Avaliar o fenótipo de suscetibilidade de bactérias patogénicas em relação a esses extratos; 

 Identificar as estirpes de cianobactérias que podem constituir potenciais fontes compostos 

antibacterianos, para a produção de antibióticos naturais. 
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3 Materiais e Métodos 

 

3.1 Reagentes e cuidados a ter na sua utilização 

No decorrer deste trabalho foram utilizados diversos reagentes (Tabela 3.1), nomeadamente 

diclorometano, metanol e n-hexano, usados como solventes nos procedimentos de extração dos 

compostos bioativos a partir da biomassa, e dimetilsulfóxido (DMSO), para a dissolução dos extratos 

das cianobactérias. 

 

Tabela 3.1 - Reagentes usados no estudo. 

(*) Classificado de acordo com o Regulamento (CE) No. 1272/2008 

 

A utilização destas substâncias químicas pode ter efeitos nocivos e, como tal, requer alguns 

cuidados [126–130]. O diclorometano e o n-hexano são aqueles cuja manipulação pode apresentar 

maior perigo, na medida em que, na sequência de um acidente, a gravidade dos sintomas e efeitos 

provocados é mais elevada, uma vez que o diclorometano pode provocar irritação ocular grave ou ter 

efeitos carcinogénicos, e o n-hexano pode afetar a fertilidade ou causar morte por exposição das vias 

respiratórias [126,128,129]. A exposição por inalação a DMSO pode provocar efeitos irritantes e 

sintomas como cansaço e náuseas, apesar deste não estar classificado como uma substância perigosa e 

ser normalmente usado como solvente em estudos das propriedades farmacológicas de compostos, 

designadamente de extratos naturais [130]. 

Tendo isto presente, os solventes foram manuseados numa Hotte, de maneira a assegurar 

ventilação adequada e evitar a exposição do operador. Adicionalmente, recorreu-se à utilização de 

equipamento de proteção individual recomendado, nomeadamente ao uso de luvas de nitrilo. 

Relativamente a condições de armazenamento, estas substâncias devem encontrar-se hermeticamente 

fechadas e ser guardadas num local arejado e fechado, ao abrigo da luz. 

 

3.2 Estirpes de bactérias patogénicas 

O efeito antibacteriano das cianobactérias em estudo foi testado em nove estirpes de bactérias 

patogénicas, seis gram-positivas e três gram-negativas, descritas na Tabela 3.2. 

 

Reagentes Pictogramas de perigo Informação adicional 

Diclorometano 

(D-8418) 

 

Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha 

Metanol 

 

Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha 

n-Hexano 

 

Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha 

Dimetilsulfóxido 
Substância ou mistura não 

perigosa* 
Sigma-Aldrich, França 
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Tabela 3.2 - Estirpes de bactérias patogénicas avaliadas. (+) Gram positiva. (-) Gram negativa. 

Estirpe de bactéria Código da estirpe Classificação Gram 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 + 

Escherichia coli ATCC 25922 - 

Escherichia coli NCTC 13846 - 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 + 

Staphylococcus aureus URRA 872 + 

Staphylococcus epidermidis URRA 958 + 

Staphylococcus saprophyticus URRA 840 + 

Staphylococcus saprophyticus URRA 867 + 

 

Estas estirpes bacterianas foram cedidas pelo Laboratório Nacional de Referência da 

Resistência aos Antibióticos e Infeções Associadas aos Cuidados de Saúde (LNR-RA/IACS), do 

Departamento de Doenças Infecciosas (DDI) do INSA, local onde foi avaliado o seu fenótipo de 

suscetibilidade aos extratos cianobacterianos [131,132]. 

 As estirpes URRA são estirpes isoladas de amostras clínicas, no âmbito do sistema de 

Vigilância Epidemiológica das Resistência aos Antimicrobianos do LNR-RA/IACS [131,132]. Por 

outro lado, as estirpes ATCC e NCTC são microrganismos usados para efeitos de controlo de 

qualidade deste programa. As estirpes ATCC são estirpes de referência adquiridas na coleção de 

culturas de bactérias da “American Type Culture Collection” (ATCC), e as NCTC, por sua vez, são 

estirpes de bactérias de relevância clínica obtidas na coleção de culturas da “National Collection of 

Type Cultures” (NCTC) [133,134]. 

 

 

3.3 Estirpes de cianobactérias: origem e condições de cultura 

Neste trabalho, foram avaliadas vinte e cinco estirpes de cianobactérias pertencentes aos 

géneros Aphanizomenon, Arthrospira, Dolichospermum, Leptolyngbya, Limnothrix, Microcystis, 

Nostoc, Oscillatoria, Planktothrix, Raphidiopsis e Synechococcus. Estas estirpes apresentam 

características morfológicas bastante distintas, tal como se exemplifica na Figura 3.1.  
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Figura 3.1 - Estirpes de cianobactérias estudadas, pertencentes à coleção ESSACC. As cianobactérias analisadas 
foram: Aphanizomenon flos-aquae (LMECYA 088), Aphanizomenon flos-aquae (LMECYA 089), Aphanizomenon gracile 
(LMECYA 009), Aphanizomenon gracile (LMECYA 040), Arthrospira platensis (SAG 85.79), Dolichospermum flos-aquae 
(LMECYA 165), Dolichospermum flos-aquae (LMECYA 180), Dolichospermum spiroides (LMECYA 161), Leptolyngbya 
sp. (LMECYA 079), Leptolyngbya sp. (LMECYA 173), Limnothrix redekei (LMECYA 145), Microcystis aeruginosa 
(LMECYA 050), Microcystis aeruginosa (LMECYA 127), Nostoc sp. (LMECYA 330), Nostoc sp. (LMECYA 290), Nostoc 

commune (LMECYA 291), Nostoc sp. (LMECYA 333), Oscillatoria limosa (SAG 42.87), Planktothrix agardhii (LMECYA 
256), Planktothrix agardhii (LMECYA 257), Planktothrix mougeotii (LEGE 06224), Planktothrix rubescens (LMECYA 
203), Raphidiopsis mediterranea (LMECYA 287), Synechococcus nidulans (LMECYA 156) e Synechococcus nidulans 
(LMECYA 236). Estes registos fotográficos foram realizados através de um microscópio ótico Olympus PM-PB20, Tóquio, 
Japão, a 400x e 1000x. Barra de escala = 10µm (Fotografias de Iara Dias, 2021). 
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A maior parte destas estirpes foi isolada de albufeiras portuguesas, e integra a coleção de 

culturas de algas ESSACC do Laboratório de Biologia e Ecotoxicologia (ASBE) do INSA [135]. 

Todavia, foram ainda analisadas duas estirpes provenientes da coleção de culturas “Sammlung von 

Algenkulturen” (SAG), alojada na universidade alemã de Göttingen, e uma estirpe provinda da 

coleção de culturas “Blue Biotechnology and Ecotoxicology” (LEGE-CC), alojada no Centro 

Interdisciplinar de Investigação Marinha e Ambiental (CIIMAR) [136,137]. A descrição de todas as 

estirpes estudadas encontra-se na Tabela 3.3. 

 

Tabela 3.3 - Estirpes de cianobactérias analisadas e respetiva origem. 

Estirpe de cianobactéria Código da estirpe Local de Isolamento 
Ano de 

Isolamento 

Coleção de culturas ESSACC 

Aphanizomenon flos-aquae LMECYA 088 Albufeira de Montargil 1999 

Aphanizomenon flos-aquae LMECYA 089 Albufeira de Montargil 1999 

Aphanizomenon gracile LMECYA 009 Albufeira do Peneireiro 1996 

Aphanizomenon gracile LMECYA 040 Albufeiro do Crato 1996 

Dolichospermum flos-aquae LMECYA 165 Albufeira de Magos 2003 

Dolichospermum flos-aquae LMECYA 180 Rio Guadiana, Vitonogales/Espanha 1999 

Dolichospermum spiroides LMECYA 161 Açude da Agolada de Baixo 2003 

Leptolyngbya sp. LMECYA 079 Albufeira de Magos 1998 

Leptolyngbya sp. LMECYA 173 Fonte hidrotermal 2003 

Limnothrix redekei LMECYA 145 Albufeira de Magos 2001 

Microcystis aeruginosa LMECYA 050 Albufeira do Roxo 1997 

Microcystis aeruginosa LMECYA 127 Albufeira de Montargil 2000 

Nostoc sp. LMECYA 290 Calçada, Campo Grande 2012 

Nostoc commune LMECYA 291 Canteiro, Lisboa 2013 

Nostoc sp. LMECYA 330 Canteiro, Lisboa - 

Nostoc sp. LMECYA 333 Calçada, Pinhal Novo 2014 

Planktothrix agardhii LMECYA 256 Albufeira de São Domingos 2009 

Planktothrix agardhii LMECYA 257 Albufeira de São Domingos 2009 

Planktothrix rubescens LMECYA 203 Albufeira do Beliche 2005 

Raphidiopsis mediterranea LMECYA 287 Albufeira de Patudos 2012 

Synechococcus nidulans LMECYA 236 Lagoa da Vela 2005 

Synechococcus nidulans LMECYA 156 Lago, Porto 2001 

Coleção de culturas SAG 

Arthrospira platensis SAG 85.79 Lago Natron, Tanzânia - 

Oscillatoria limosa SAG 42.87 Lago River, Suiça - 

Coleção de culturas LEGE 

Planktothrix mougeotii LEGE 06224 Etar de Febros - 
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As estirpes estudadas são mantidas na câmara de culturas da ESSACC (Figura 3.2), em frascos 

de cultura com meio Z8 [138], em condições controladas de intensidade luminosa (20 ± 4 µmol/m2/s, 

num ciclo de luz/escuridão de 14/10 horas), e de temperatura (20 ± 3 ºC). Estas culturas não axénicas3 

são repicadas frequentemente, de modo a manter a sua viabilidade. 

 
Figura 3.2 - Exemplo de culturas de cianobactérias nas instalações da ESSACC. 

 

3.4 Preparação dos extratos cianobacterianos 

 

3.4.1 Produção de biomassa 

O passo inicial deste estudo foi a obtenção da biomassa das estirpes cianobacterianas 

mencionadas em 3.3. Para tal, as estirpes foram individualmente inoculadas em balões de 6 L com 5 L 

de meio Z8 [138], nas condições de luz e temperatura referidas no ponto anterior. Cada balão foi 

colocado sob arejamento Figura 3.3, de modo a permitir as trocas gasosas e evitar a sedimentação das 

células, ao mantê-las em movimento. A fase exponencial de crescimento das estirpes foi atingida em 

cerca de 30 dias. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3 - Acomodação dos balões de cultura de cianobactérias nas instalações da coleção ESSACC. 

No fim daquele período, procedeu-se à recolha da biomassa, procedimento que se dividiu em 

duas fases. A primeira corresponde à transferência do conteúdo do balão onde cada estirpe foi 

inoculada para ampolas de decantação, de modo a promover a separação entre o meio e a biomassa, 

processo que decorre de um dia para o outro. Seria esperado observar-se uma separação clara entre os 

dois componentes, meio e biomassa (devido à presença de vesículas gasosas nas células 

cianobacterianas), o que permitiria descartar grande parte do meio. 

Contudo, para a maior parte das estirpes isso não foi possível, o que acabou por dificultar a 

segunda fase da recolha da biomassa por centrifugação sucessiva das culturas (centrífuga Beckman J2-

                                                             
3 Culturas axénicas são culturas não contaminadas por qualquer outro microrganismo. 
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14 M/E, Newton, CT, EUA), a 8000xg, durante 15 minutos, a 4 ºC. No entanto, estas condições 

variaram consoante a eficácia da separação entre o meio e a biomassa, requerendo nalguns casos maior 

velocidade e/ou tempo de centrifugação. 

A biomassa concentrada obtida para cada estirpe foi armazenada a -20 ºC. Depois de 

congelada, a biomassa foi colocada num liofilizador (Thermo Scientific Savant Speedvac AES 1000, 

Waltham, MA, EUA), cerca de uma semana, até eliminar todo o seu conteúdo aquoso. A liofilização é 

um procedimento que, através de um processo de sublimação do gelo a vácuo, conduz à diminuição da 

quantidade de água presente numa amostra congelada até esta ficar completamente desidratada [139–

141]. A biomassa liofilizada foi reduzida a pó, e colocada em frascos de vidro, que foram previa e 

posteriormente pesados numa balança analítica (Mettler, H10w, Columbus, EUA) e armazenados a -

20 ºC até posterior utilização. 

 

3.4.2 Extração dos compostos da biomassa com solventes 

Após a liofilização do material biológico, seguiu-se a etapa final necessária à obtenção dos 

extratos cianobacterianos, a extração dos compostos da biomassa com solventes. Após consulta de 

bibliografia relativa a este procedimento, constatou-se que a extração poderia ser realizada de duas 

formas distintas: sequencialmente ou diferencialmente [139–141]. Porém, verificou-se que a maior 

parte dos autores realizava este processo de forma sequencial, isto é, aplicando sucessivamente cada 

um dos solventes de extração na mesma biomassa. De igual maneira, constatou-se que o processo de 

extração pode ocorrer de forma a serem extraídos compostos com polaridade crescente, ou seja, 

partindo dos solventes menos polares para os mais polares, ou de forma contrária, isto é, partido dos 

solventes mais polares para os menos polares [139–141]. 

Deste modo, optou-se por efetuar o processo de extração sequencial, com hexano, com a 

mistura diclorometano:metanol (2:1), metanol 70% e água. No entanto, no que diz respeito à ordem de 

aplicação dos solventes, estipulou-se que seriam realizadas para cada estirpe duas extrações, com duas 

ordens de aplicação dos solventes, de acordo com a sua polaridade, (I) e (II), representadas no 

esquema seguinte: 

 

 

 

Na ordem de extração descrita em (I) partiu-se do solvente menos polar para o mais polar, ao 

passo que na ordem descrita em (II) a aplicação dos solventes ocorreu de forma contrária, isto é, do 

solvente mais polar para o menos polar. Apenas na primeira sequência se incluiu a água como 

solvente. 

Inicialmente, pretendia realizar-se as duas extrações para cada estirpe, cada uma partindo de 

500 mg de biomassa liofilizada. Para tal, teria de se obter, pelo menos, 1 g de material liofilizado de 

cada estirpe de cianobactéria. Todavia, só foi possível realizar ambas as extrações, (I) e (II), em 15 das 

25 estirpes de cianobactérias, por indisponibilidade de biomassa liofilizada para as restantes 10 

estirpes, assinaladas com (*) na tabela do rendimento de cada estirpe (Tabela II.1, anexo II). Estas 10 

estirpes foram extraídas apenas de acordo com a ordem de extração (I), após análise dos primeiros 

resultados de avaliação dos extratos em bactérias e constatação de que a maior parte dos extratos onde 

se verificou eventual atividade antibacteriana tinha sido obtida através dessa ordem de extração. 

(I) n-Hexano  Diclorometano:Metanol (2:1)  Metanol 70%  Água 

(II) Metanol 70%  Diclorometano:Metanol (2:1)  n-Hexano  
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O protocolo de extração da biomassa com solventes foi adaptado da bibliografia consultada 

[139–141], e encontra-se pormenorizadamente descrito no anexo III. As 25 estirpes foram extraídas 

em grupos de 5 estirpes, de cada vez. De um modo sucinto, cerca de 500 mg de material liofilizado de 

cada estirpe foi sujeito à aplicação sucessiva dos solventes hexano, diclorometano:metanol (2:1), 

metanol 70% e água, de forma a extrair compostos com polaridade crescente ou decrescente, 

dependendo da ordem de extração. Assim, o procedimento iniciou-se com a aplicação, à temperatura 

ambiente, do primeiro solvente no frasco com a biomassa liofilizada, seguindo-se um ciclo de agitação 

(30 min), sonicação em gelo (1 min) e nova agitação (30 min) do conteúdo do frasco, de forma a 

ocorrer a extração dos compostos. Findo o ciclo de agitação e sonicação, a solução obtida foi 

transferida para um tubo de polipropileno (PP) e sujeita a duas centrifugações, em condições que 

variaram de acordo com o solvente. Após a segunda centrifugação, o sobrenadante obtido, 

correspondente ao extrato, foi transferido para um novo tubo PP, que foi previamente pesado. A 

biomassa residual resultante das centrifugações foi recolhida, e repetiu-se o procedimento de extração 

anterior para os outros solventes, de acordo com a ordem de extração. 

Depois de terminado o processo de extração, os extratos obtidos com os solventes hexano, 

diclorometano e metanol foram colocados num evaporador com jato de azoto (TurboVap®LV), de 

modo a promover a secagem destes solventes, em condições que variaram de acordo com o tipo de 

solvente (ver anexo III). Os extratos que continham a água como solvente foram, por sua vez, 

colocados no liofilizador, onde permaneceram por cerca de 3 dias. Após a evaporação completa dos 

solventes, os tubos PP com cada extrato foram pesados e a quantidade de extrato bruto foi calculada, 

de acordo com a seguinte fórmula: 

  

𝑃𝑒𝑠𝑜𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑏𝑟𝑢𝑡𝑜 = 𝑃𝑒𝑠𝑜𝑇𝑢𝑏𝑜 𝑃𝑃+𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 − 𝑃𝑒𝑠𝑜𝑇𝑢𝑏𝑜 𝑃𝑃  

 

Posteriormente, cada extrato foi dissolvido com DMSO a 25%, centrifugado (a 8000 rpm, 5 

min, 4 ºC) e a solução obtida foi transferida para tubos eppendorf de 2 mL. O protocolo do 

procedimento de dissolução dos extratos com DMSO a 25% encontra-se descrito detalhadamente no 

anexo IV. Os extratos finais foram conservados a -20 ºC, para futura utilização. 

 

3.5 Avaliação da toxicidade do DMSO usado na dissolução dos extratos cianobacterianos 

Previamente à dissolução dos extratos cianobacterianos obtidos, o efeito do solvente DMSO 

foi testado em algumas das bactérias em análise, nomeadamente Escherichia coli ATCC 25922, 

Escherichia coli NCTC 13846, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus 

ATCC 29213, de modo a evitar interferências deste nos resultados relativos ao efeito dos extratos no 

crescimento das bactérias. Assim, foram testadas diferentes concentrações de DMSO, nomeadamente 

100%, 60%, 30%, 15%, 7,5% e 3,75%, nas bactérias mencionadas, com o objetivo de determinar a 

concentração mínima deste solvente a que não ocorre inibição do crescimento das células bacterianas, 

e que, portanto, pode ser usada para dissolver os extratos. 

Para tal, foram dispostos discos em branco em placas de meio Mueller-Hinton sólido (MHA), 

num número equivalente ao número de diferentes concentrações de DMSO a testar. Em cada disco 

foram aplicados 10 µL de uma concentração de DMSO em discos previamente colocados em cada 

placa inoculada com uma das bactérias. As placas com as bactérias expostas ao DMSO foram 

colocadas numa estufa a 37 ºC, onde permaneceram 18 h ± 2 h. Após este período, observou-se se o 

DMSO induziu halo de inibição do crescimento das bactérias. 
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3.6 Avaliação do efeito dos extratos cianobacterianos no crescimento de bactérias 

patogénicas 

 As propriedades antibacterianas dos extratos das cianobactérias foram avaliadas nas bactérias 

patogénicas mencionadas em 3.2. através do método da Difusão em Disco, metodologia standard de 

microbiologia que obedece a guidelines internacionais, de acordo com as normas do Comité Europeu 

de Avaliação de Suscetibilidade Antimicrobiana (European Committee on Antimicrobial Susceptibility 

Test, EUCAST) [142,143]. Os extratos obtidos para cada cianobactéria foram avaliados em 

simultâneo, de acordo com o esquema da Figura 3.4. 

 
Figura 3.4 - Esquema da placa para avaliação do efeito dos extratos das cianobactérias no crescimento das 

bactérias (esq.) e placa exemplificativa do teste em Escherichia coli NCTC 13846 (dta.). Controlo negativo, disco com 

DMSO a 25%. Controlo positivo, disco com o antibiótico de referência para a estirpe bacteriana em estudo. 

Deste modo, cada bactéria foi inoculada numa placa contendo meio MHA, numa densidade 

correspondente a 0,5 McFarland, de acordo com os procedimentos EUCAST [142]. Em seguida, 

foram colocados discos estéreis, para aplicação dos extratos e do controlo negativo (DMSO a 25%, 

solvente usado para dissolver os extratos), como foi exemplificado na Figura 3.4. Usou-se também um 

controlo positivo, um antibiótico de referência para cada bactéria. Os discos correspondentes aos 

extratos cianobacterianos e ao DMSO a 25% foram impregnados com 10 µL de cada solução. As 

placas com as bactérias inoculadas e expostas aos extratos foram mantidas durante 18 h ± 2 h numa 

estufa, a 37 ºC. Após o período de incubação, procedeu-se à observação das placas e subsequente 

medição dos halos de inibição em torno dos discos, o que permitiu avaliar a sensibilidade das bactérias 

aos extratos cianobacterianos. 

A análise dos controlos positivos foi feita com base na gama de valores de referência para 

cada antibiótico, estabelecida pelo EUCAST [142]. Quanto ao controlo negativo, verificou-se a sua 

validade pela ausência de halos de inibição e ocorrência de crescimento bacteriano até ao limite do 

disco (contact disk). Para os extratos que evidenciaram ter efeito nas bactérias alvo o teste da difusão 

em disco foi realizado em triplicados, em duas experiências independentes. 

 

3.7 Determinação da Concentração Inibitória Mínima dos extratos de cianobactérias  

A suscetibilidade das bactérias aos extratos cianobacterianos observada pelo método da 

difusão em disco foi confirmada através da determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) de 

cada extrato para a bactéria-alvo, isto é, a mais baixa concentração de extrato que inibe totalmente o 
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crescimento bacteriano visível a olho nu. O valor da CIM de cada extrato foi determinado pelo método 

da Microdiluição, metodologia baseada nos procedimentos EUCAST que avalia, em meio de cultura 

líquido, o crescimento celular de um microrganismo na presença de diferentes diluições de um 

antibiótico de referência [142]. Na microplaca, foram avaliadas três concentrações de cada extrato. 

Assim, procedeu-se à inoculação da suspensão bacteriana a avaliar numa microplaca de 96 

poços de fundo cónico, à qual tinham sido previamente adicionados meio Mueller-Hinton líquido 

(MHB) [143], os extratos a avaliar e os controlos positivos, negativos e de crescimento da bactéria em 

análise (Figura 3.5), de acordo com o procedimento especificado no anexo VI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.5 - Esquema da microplaca usada para determinação do valor da CIM dos extratos. Os poços E1, E2, E3, 
E4, E5 e E6 contêm os extratos cianobacterianos, em três concentrações diferentes: 25 µLExtrato/100µLVolume final (25% v/v, 

colunas 1-3), 12,5 µLExtrato/100µLVolume final (12,5% v/v, colunas 4-6) e 6,25 µLExtrato/100µLVolume final (6,3% v/v, colunas 7-9). 
Os poços CS representam o controlo do solvente (DMSO CS1-25%, CS2-12,5% e CS3-6,25%). Os poços CC são o controlo 
do crescimento da estirpe bacteriana em estudo. Os poços CN referem-se ao controlo negativo (meio MHB). As soluções 
diluídas de Imipenem foram adicionadas aos poços representados por números na fração azul da microplaca e que 

correspondem ao valor da concentração de antibiótico em mg/L. 

Os controlos positivos do teste foram soluções diluídas do antibiótico de referência para as 

bactérias-alvo, conforme as gamas de valores dos antibióticos de referência para o crescimento das 

bactérias patogénicas alvo, estabelecidas pelo EUCAST [142]. Por sua vez, usaram-se como controlos 

negativos soluções do solvente usado na dissolução dos extratos, o DMSO a 25%, na mesma diluição 

dos extratos. 

Foram também analisados o crescimento do inóculo bacteriano e a esterilidade do meio MHB, 

em placas com meio MHA [143]. A realização do controlo do inóculo bacteriano permitiu avaliar a 

pureza e o número de colónias da estirpe bacteriana. Para este controlo, o expectável seria obter entre 

20 a 80 colónias na placa, dado que isto seria indicativo de viabilidade da bactéria. Quanto ao controlo 

da esterilidade do meio, este teve como objetivo verificar a qualidade do mesmo e a ausência de 

contaminação por algum microrganismo. Neste caso, o esperado seria não obter nenhuma colónia. 
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No que concerne à análise dos resultados deste método, o crescimento da bactéria patogénica 

foi verificado por observação de turvação do meio e presença de depósito bacteriano no fundo do poço 

da microplaca, após 18 h ± 2 h de incubação com os extratos e controlos a 37 ºC. 

Complementarmente, para confirmar os resultados obtidos no teste da microdiluição, foram 

efetuados os procedimentos indicados em 3.7.1 e 3.7.2. 

 

3.7.1 Inoculação em placas de gelose simples 

Logo após a visualização dos resultados do teste da microdiluição, realizou-se a inoculação de 

alíquotas (33µL) dos poços da microplaca onde se observava ausência de crescimento da bactéria 

patogénica exposta aos extratos cianobacterianos, em placas com meio gelose simples. As placas 

foram analisadas 18 h ± 2 h, depois de incubadas a 37 ºC quanto à ausência ou presença de 

crescimento da bactéria alvo. 

 

3.7.2 Observação ao microscópio ótico a 400x e a 1000x 

Para confirmar os resultados obtidos no teste da microdiluição efetuou-se a observação de 

preparações com alíquotas dos poços ao microscópio ótico a 400x e a 1000x (Olympus BX60, com 

câmara Olympus PM-PB20, Tóquio, Japão). Este procedimento permitiu não só verificar a ausência ou 

presença de crescimento bacteriano, como também possibilitou observar a morfologia das células 

bacterianas. 

 

3.8 Avaliação da atividade adjuvante de extratos cianobacterianos 

Para além da avaliação do efeito antibacteriano dos extratos das cianobactérias, procedeu-se à 

análise de um potencial efeito coadjuvante dos extratos nos antibióticos para os quais a suscetibilidade 

das bactérias patogénicas em estudo é conhecida. 

Fundamentalmente, o princípio desta avaliação consistiu em verificar se a adição dos extratos 

cianobacterianos aos discos impregnados de antibióticos de referência se traduzia num aumento da 

eficácia desses antibióticos. A existência de atividade adjuvante foi apenas analisada nos extratos que 

produziram um halo de inibição de crescimento das bactérias patogénicas considerado significativo, 

isto é, maior que 10 mm, pelo teste da difusão em disco. 

Posto isto, esta avaliação baseou-se na realização de Testes de Suscetibilidade aos 

Antibióticos (TSA), pela inoculação das seguintes placas em meio MHA com a bactéria onde se 

verificou efeito do extrato: 

 Placa com os discos dos antibióticos de referência (controlo positivo); 

 Placa com os discos dos antibióticos de referência + 10 µL de DMSO a 25% (controlo 

negativo); 

 Placa com os discos dos antibióticos de referência + 10 µL de extrato cianobacteriano. 
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As placas inoculadas foram mantidas numa estufa durante 18 h ± 2 h, a 37 ºC. No fim do 

período de incubação, realizou-se a observação das placas, o registo dos diâmetros dos halos formados 

e a comparação com os controlos. De acordo com as normas EUCAST, existe um efeito sinérgico do 

extrato no antibiótico se o diâmetro do respetivo halo formado na presença do antibiótico exceder em 

mais de 3 mm (> 3 mm) o halo de inibição formado pelo controlo negativo [142], de acordo com a 

seguinte equação: 

 

Ø halo de inibiçãoAB+extrato > Ø halo de inibiçãoAB+DMSO 25% + 3 𝑚𝑚 
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4 Resultados 

 

4.1 Produção e extração da biomassa das estirpes cianobacterianas 

Para a maioria das vinte e cinco estirpes de cianobactérias analisadas, a fase exponencial do 

crescimento foi alcançada após cerca de 30 dias. Relativamente ao processo de decantação, 

registaram-se diferenças entre as estirpes (Figura 4.1). Por exemplo, estirpes como a Nostoc sp. 

(LMECYA 290), a Oscillatoria limosa (SAG 42.87) e a Planktothrix agardhii (LMECYA 257) 

decantaram corretamente, isto é, ocorreu uma separação clara entre o meio e biomassa, ao passo que 

para outras estirpes não se registou uma separação evidente entre o meio e a biomassa. As estirpes 

Microcystis aeruginosa (LMECYA 050) e Leptolyngbya sp. (LMECYA 079) não decantaram. Por sua 

vez, as estirpes Dolichospermum spiroides (LMECYA 161) e Raphidiopsis mediterranea (LMECYA 

287) formaram aglomerados na parte superior da ampola de decantação. Assim, para muitas das 

estirpes, não foi possível descartar o meio de cultura, o que implicou centrifugar a totalidade da 

cultura. Esta dificuldade no processo de decantação pode ter ocorrido devido à presença de vesículas 

gasosas no meio de cultura. As cianobactérias produzem vesículas gasosas que lhes conferem a 

capacidade de controlar a sua flutuabilidade, característica associada à sua migração ao longo da 

coluna de água, em ambientes aquáticos [26]. Por outro lado, as condições de centrifugação variaram 

entre as estirpes, umas requerendo mais tempo e velocidade de centrifugação do que outras, o que 

também dificultou o processo de obtenção de biomassa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1 - Decantação da biomassa das estirpes cianobacterianas Nostoc commune (LMECYA 291) e 
Dolichospermum flos-aquae (LMECYA 165).  

 O rendimento de biomassa liofilizada obtido para cada uma das estirpes de cianobactérias está 

descrito na tabela II.1 do anexo II. Obteve-se cerca de 1 g de biomassa liofilizada para a maior parte 

das estirpes. Nas estirpes Arthrospira platensis (SAG 85.79), Leptolyngbya sp. (LMECYA 079) e 

Oscillatoria limosa (SAG 42.87) obtiveram-se quantidades de biomassa liofilizada de cerca de 3 g. 

Contrariamente, para as estirpes Dolichospermum flos-aquae (LMECYA 165), Aphanizomenon flos-

aquae (LMECYA 089), Aphanizomenon gracile (LMECYA 040), Leptolyngbya sp. (LMECYA 173), 

Nostoc sp. (LMECYA 291), Nostoc sp. (LMECYA 333), Planktothrix mougeotii (LEGE 06224), 

Planktothrix rubescens (LMECYA 203), Raphidiopsis mediterranea (LMECYA 287), e 

Synechococcus nidulans (LMECYA 156), obtiveram-se quantidades reduzidas de biomassa (entre 0,3 

e 0,7 g).  
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 Para as 15 estirpes cujo rendimento de biomassa foi ≥ 1 g, realizaram-se as duas sequências de 

extração (I e II), usando 500 mg de biomassa para cada uma. No entanto, pelos motivos acima 

referidos, não se obteve biomassa suficiente para 10 estirpes, pelo que apenas foi possível realizar uma 

sequência de extração, tendo-se optado pela sequência I. De referir, ainda, que devido a um incidente 

laboratorial, o extrato metanólico (I) de Planktothrix agardhii (LMECYA 256) ficou inviabilizado 

para avaliação do efeito antibacteriano. 

 

4.2 Avaliação da toxicidade do DMSO 

O DMSO foi o solvente selecionado para dissolver os extratos cianobacterianos. Contudo, 

uma vez que este reagente pode interferir com o crescimento bacteriano, foi realizada uma avaliação 

prévia da toxicidade de uma série de concentrações deste solvente (100%; 60%; 30%; 15%; 7,5%; 

3,75%) nalgumas das bactérias alvo. Constatou-se que ocorria inibição do crescimento das bactérias 

na presença das concentrações 100 e 60% do solvente, pelo que se optou por usar DMSO a 25% na 

dissolução dos extratos das cianobactérias (Figura 4.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2- Avaliação do efeito de diferentes concentrações do DMSO (100, 60, 30, 15, 7,5 e 3,75%) no 
crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853.  

 

4.3 Efeito antibacteriano dos extratos de cianobactérias 

A potencial atividade antibacteriana dos extratos nas bactérias-alvo foi analisada através do 

método da difusão em disco, mediante a avaliação do diâmetro do halo de inibição do crescimento 

bacteriano em torno do disco impregnado com 10µL de extrato cianobacteriano. 

Procedeu-se ainda à análise do controlo negativo, o DMSO a 25%, e do controlo positivo, o 

antibiótico de referência para cada bactéria. O DMSO a 25% não apresentou atividade inibitória no 

crescimento das bactérias testadas, uma vez que, para todas, se observou crescimento bacteriano até ao 

limite do disco. Relativamente aos controlos positivos, cada um foi analisado por comparação dos 

valores dos halos de inibição obtidos com a gama de valores de referência do EUCAST.  

Analisando os resultados, verificou-se que grande parte dos extratos das cianobactérias não 

teve qualquer efeito antibacteriano. Na Tabela 4.1 estão representados os extratos para os quais se 

registou alguma interferência no crescimento das bactérias alvo. 
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Tabela 4.1 – Extratos cianobacterianos que induziram inibição do crescimento de bactérias patogénicas e respetivos halos de inibição. Os números (I) e (II) indicados nos solventes 

correspondem à sequência de extração da biomassa pela qual os extratos foram obtidos. O sinal (*) é indicativo de formação de halo ligeiro não significativo (Ø < 10 mm). 

 

Ø Halo de inibição (mm) 

Extrato cianobacteriano 

Estirpe bacteriana Hexano (I) 
DCM:MeOH 

(2:1) (I) 
MeOH (I) H₂O (I) Hexano (II) 

DCM:MeOH 
(2:1) (II) 

MeOH (II) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
LMECYA 088 (11 

mm) 

SAG 85.79 (11 

mm) 

LMECYA 330 

(11 mm) 

SAG 85.79 (11 

mm) 
- 

LMECYA 330 

(16 mm) 

LMECYA 161 (*) 

LMECYA 009 (*) 
SAG 85.79 (*) 

SAG 42.87 

(12,5 mm) 

Staphyloccocus aureus URRA 872 - SAG 85.79 (*) 

Staphylococcus epidermidis URRA 958 - LMECYA 290 (*) - LMECYA 127 (*) LMECYA 290 (*) - 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 

LMECYA 088 (*) 
LMECYA 079 (*) 
LMECYA 009 (*) 

SAG 42.87 (*) 
SAG 85.79 (*) 

LMECYA 127 (*) 

LMECYA 180 (*) 
LMECYA 145 (*) 
LMECYA 161 (*) 
LMECYA 236 (*) 
LMECYA 290 (*) 
LMECYA 050 (*) 

LMECYA 088 (*) 
LMECYA 079 (*) 
LMECYA 009 (*) 

SAG 42.87 (*) 
SAG 85.79 (*) 

LMECYA 127 (*) 
LMECYA 145 (*) 
LMECYA 161 (*) 

LMECYA 290 (*) 

LMECYA 088 (*) 
LMECYA 079 (*) 

SAG 42.87 (*) 
SAG 85.79 (*) 

LMECYA 127 (*) 
LMECYA 180 (*) 
LMECYA 330 (*) 
LMECYA 145 (*) 

LMECYA 088 (*) 
SAG 42.87 (*) 
SAG 85.79 (*) 

LMECYA 127 (*) 

LMECYA 180 (*) 
LMECYA 145 (*) 
LMECYA 236 (*) 
LMECYA 290 (*) 

 
LMECYA 161 (*) 
LMECYA 236 (*) 
LMECYA 290 (*) 
LMECYA 256 (*) 

LMECYA 145 (*) 
LMECYA 161 (*) 
LMECYA 236 (*) 

LMECYA 290 (*) 
LMECYA 050 (*) 
LMECYA 256 (*) 

LMECYA 236 (*) 
LMECYA 290 (*) 
LMECYA 050 (*) 
LMECYA 256 (*) 
LMECYA 257 (*) 
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De todas as bactérias patogénicas testadas, somente as estirpes Staphyloccocus aureus URRA 

872, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus epidermidis URRA 958 e Enterococcus 

faecalis ATCC 29212 apresentaram alguma resposta aos extratos das cianobactérias em avaliação. 

Salienta-se, porém, que os halos de inibição do crescimento formados foram muito ligeiros e que não 

corresponderam a uma inibição total de crescimento, pois na zona do halo foi observada a presença de 

colónias, ainda que em muito menor concentração do que na zona exterior ao halo. Considerou-se, 

portanto, corresponderem a halos de redução do crescimento e não de inibição total do crescimento. 

Apenas foram considerados significativos os halos com Ø > 10 mm, o que somente foi observado com 

a estirpe P. aeruginosa ATCC 27853, tal como indicado a negrito na Tabela 4.1. Os resultados foram 

confirmados em triplicado e em duas experiências independentes, tal como se exemplifica na Figura 

4.3. 

Tal como esperado, o DMSO 25% não apresentou efeito inibitório no crescimento da P. 

aeruginosa ATCC 27853 em ambas as avaliações, ao passo que o imipenem, antibiótico de referência, 

apresentou halos de inibição de 28 mm (Figura 4.3, A) e de 27 mm (Figura 4.3, B), de acordo com o 

valor expectável para esta espécie [142]. Verificou-se um decréscimo do crescimento da P. aeruginosa 

em todos os extratos de todas as placas, todavia no disco E6 com o extrato de diclorometano:metanol 

(II) de Nostoc sp. (LMECYA 330) esse decréscimo foi mais acentuado, para as três placas, em cada 

uma das avaliações. 

 
Figura 4.3 - Avaliação do efeito de extratos cianobacterianos na estirpe P. aeruginosa ATCC 27853.(A) 

Experiência 1; (B) Experiência 2; Extrato E1 – Hexano (I) / Aph. flos-aquae (LMECYA 088); E2 – MeOH (II) / O. limosa 

(SAG 42.87); E3 – DCM:MeOH (2:1) (I) / A. platensis (SAG 85.79); E4 – MeOH (I) / A. platensis (SAG 85.79); E5 – 
DCM:MeOH (2:1) (I) / Nostoc sp. (LMECYA 330); E5 – DCM:MeOH (2:1) (II) / Nostoc sp. (LMECYA 330); CN – DMSO 
25%; CP – imipenem. As setas indicam a redução acentuada do crescimento bacteriano na presença do extrato de 
diclorometano:metanol (2:1) (II) da cianobactéria Nostoc sp. (LMECYA 330). 
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4.4 Concentração Inibitória Mínima dos extratos cianobacterianos 

Para confirmar os efeitos observados pelo teste da difusão em disco procedeu-se à 

determinação da CIM dos extratos E1, E2, E3, E4, E5 e E6 na estirpe P. aeruginosa ATCC 27853, 

através do método da microdiluição, conforme referido no ponto 3.7 e no protocolo descrito no anexo 

IV.  

 Na Figura 4.4, estão representados os controlos de crescimento da estirpe P. aeruginosa 

ATCC 27853 e de esterilidade do meio MHB. No controlo de crescimento foi possível verificar que 

ocorreu crescimento da bactéria de acordo com o esperado, pela formação de 75 colónias. 

Relativamente ao controlo de esterilidade do meio MHB, observou-se ausência de contaminação 

microbiana, o que assegura que o teste foi realizado de acordo com as condições de inoculação 

adequadas. 

 

Figura 4.4 - Controlo do inóculo (A) e controlo da esterilidade do crescimento (B) em placas de meio MHA, no 
ensaio da microdiluição em P. aeruginosa ATCC 27853. 
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A representação esquemática da microplaca de 96 poços usada para realizar o método da 

microdiluição em P. aeruginosa ATCC 27853 com os seis extratos supracitados encontra-se na Figura 

3.5 e no anexo IV. Os extratos E1, E2, E3, E4, E5 e E6 foram avaliados em 3 concentrações: 25% v/v, 

12,5% v/v e 6,25% v/v, em triplicado e em duas experiências independentes, estando as microplacas 

respetivas representadas na Figura 4.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5 - Determinação da CIM dos extratos cianobacterianos E1, E2, E3, E4, E5 e E6 em P. aeruginosa ATCC 
27853 pelo método da microdiluição. A bactéria foi exposta a três concentrações diferentes de cada extrato: 25% v/v (colunas 
1-3), 12,5% v/v (colunas 4-6) e 6,25% v/v (colunas 7-9). O teste incluiu o controlo do solvente (DMSO 25%, 12,5% e 6,25%, 
colunas 10, 11 e 12, linhas A, B e C, respetivamente), o controlo do crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 (colunas 10, 

11 e 12, linha D), o controlo negativo (colunas 10, 11 e 1, linha E) e o controlo positivo (Imipenem, 0,006 – 16 mg/L, 
colunas 1-9, linhas G-H e colunas 10, 11 e 12, linhas F, G e H). (A) e (B) representam o resultado de duas experiências 
independentes. 
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No que diz respeito aos controlos do ensaio da microdiluição efetuados na microplaca, para o 

controlo de crescimento da bactéria (poços identificados por CC no esquema da microplaca) observou-

se crescimento bacteriano e para o controlo do meio MHB (poços identificados por CN no esquema da 

microplaca) observou-se a ausência de crescimento bacteriano, em ambas as avaliações efetuadas, 

conforme o esperado. Quanto ao controlo positivo, obteve-se valores de CIM de 2mg/L (Figura 4.5, 

A) e 4 mg/L (Figura 4.5, B), o que está de acordo com o esperado para esta estirpe [142]. 

Tal como foi referido no ponto 3.7, neste ensaio o crescimento bacteriano é demonstrado por 

observação de turvação do meio e depósito bacteriano no fundo do poço da microplaca. Tendo isto em 

consideração, na primeira avaliação, após análise da microplaca, os poços das colunas 1-3 das linhas 

B, D e F, com os extratos E2, E4 e E6, respetivamente, na concentração 25% v/v, pareceram 

apresentar ausência de crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 (Figura 4.5, A). Na segunda 

experiência, a inibição do crescimento da bactéria pareceu ocorrer apenas nos poços D1-6, com o 

extrato E4 na concentração 25% v/v (colunas 1-3) e 12,5% v/v (colunas 4-6).  

No entanto, como a coloração final verde do meio presente nos poços tanto podia 

corresponder aos pigmentos dos extratos cianobacterianos como também podia ser indicativa do 

crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853, este facto não facilitou a análise das microplacas e os 

resultados tiveram de ser conferidos. Assim, procedeu-se à observação dos poços das microplacas ao 

microscópio ótico, a 400x e 1000x, o que permitiu demonstrar a ausência ou presença de crescimento 

da estirpe bacteriana, como ainda possibilitou analisar a morfologia das células bacterianas. 

Desta forma, na primeira avaliação, verificou-se que os poços das colunas 1-3 das linhas A, C, 

E e F, com os extratos E1, E3, E5 e E6 na concentração 25% v/v, apresentaram uma densidade celular 

inferior ao do controlo de crescimento e bastonetes morfologicamente diferentes dos observados com 

o controlo, na medida em que eram mais alongados, pequenos e pouco móveis. Já os poços das 

colunas 1-3 das linhas B e D, com os extratos E2 e E4, extrato metanólico (II) de O. limosa (SAG 

42.87) e extrato metanólico (I) de A. platensis (SAG 85.79), pareciam não apresentar crescimento da 

bactéria.  

Por seu turno, na segunda avaliação verificou-se que os poços das colunas 1-3 das linhas A-C 

e os poços das colunas 4-6 da linha D apresentaram baixa densidade celular, com bastonetes 

alongados, pequenos e pouco viáveis. Nos poços das colunas 1-3 das linhas D e F, com os extratos E4, 

e E6, extrato metanólico (I) de A. platensis (SAG 85.79) e extrato de diclorometano:metanol (II) de 

Nostoc sp. (LMECYA 330) pareceu não haver crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853. 

Para além da observação ao microscópio ótico, realizou-se a inoculação do conteúdo dos 

poços da microplaca em meio sólido (gelose simples na primeira avaliação e meio MHA na segunda 

avaliação). Este procedimento possibilitou a validação dos resultados observados a olho nu na 

microplaca e ao microscópio ótico. 

Assim, na primeira avaliação foi inoculada uma placa de gelose simples com um pool de 33 

µL dos poços das colunas 1-3, para cada um dos extratos E1, E2, E3, E4, E5 e E6. Após o período de 

incubação (18 ± 2 h) e análise das placas, verificou-se o crescimento da estirpe P. aeruginosa ATCC 

27853 em todas as placas, salvo na placa correspondente ao extrato E4, extrato metanólico (I) de A. 

platensis (SAG 85.79), na qual não se observou qualquer crescimento bacteriano (Figura 4.6). 
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Figura 4.6 - Placas de Petri com meio gelose simples inoculadas com alíquotas dos poços 1-3 com os extratos E1, 

E2, E3, E4, E5 e E6, das microplacas usadas no teste de determinação da CIM em P. aeruginosa ATCC 27853. Cada placa 
foi identificada com o extrato correspondente.  

 Relativamente à segunda avaliação, retirou-se dos mesmos poços das colunas 1-3 alíquotas de 

10 µL, e de seguida fez-se uma diluição de 1:1000 das alíquotas em meio MHB para cada extrato, de 

modo a poder-se distinguir eventuais diferenças entre as placas. Inoculou-se 100 µL da solução diluída 

de cada extrato em placas com meio MHA. Nesta avaliação, também se inoculou os poços da coluna 

10 das linhas A-C, com o controlo do solvente (DMSO 25%), de modo a comparar os resultados. 

Desta forma, após análise das placas inoculadas, confirmou-se que as células bacterianas estavam 

inviáveis e portanto que o extrato E4, extrato metanólico (I) de A. platensis (SAG 85.79) inibiu 

totalmente o crescimento da estirpe P. aeruginosa ATCC 27853, pelo teste da microdiluição (Figura 

4.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.7 - Placas quadradas de meio MHA inoculadas com alíquotas dos poços 1-3 com os extratos E1, E2, E3, 
E4, E5 e E6. Cada placa foi identificada com o extrato correspondente. 
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4.5 Análise da atividade adjuvante dos extratos de cianobactérias 

Dado que no ensaio da difusão em disco apenas se observou efeito significativo (Ø halo de 

inibição > 10 mm)  de alguns extratos na estirpe P. aeruginosa ATCC 27853, isto é, apenas esta 

estirpe se revelou suscetível aos extratos, determinou-se que o próximo passo seria avaliar a existência 

de um efeito adjuvante desses extratos nos antibióticos para os quais a suscetibilidade da bactéria em 

questão é conhecida. Para tal, efetuou-se a comparação entre o efeito exclusivo dos antibióticos 

referidos no crescimento da estirpe bacteriana, e o efeito desses mesmos antibióticos quando 

adicionados de extratos cianobacterianos, nomeadamente os seis extratos mencionados no ponto 

anterior (que produziram halos com Ø > 10 mm). A avaliação do efeito no crescimento da bactéria foi 

realizada através do método da Difusão em Disco (TSA). 

Os resultados obtidos para este ensaio são apresentados na Tabela 4.2. Os valores obtidos para o 

TSA dos antibióticos de referência (controlo positivo) e o TSA dos antibióticos de referência com o 

DMSO a 25% (controlo negativo) estavam de acordo com os breakpoints estabelecidos pelo EUCAST 

para a P. aeruginosa ATCC 27853 (“Bp S” e “Bp R” da Tabela 4.2). Assim, os valores obtidos para 

cada um dos extratos avaliados foram comparados com os valores obtidos para o TSA com o DMSO a 

25%, solvente usado na dissolução dos extratos. 

Tabela 4.2 - Resultados da análise da atividade adjuvante de 6 extratos cianobacterianos (E1, E2, E3, E4, E5 e E6) 
em 16 antibióticos de referência para a estirpe P. aeruginosa ATCC 27853. Os breakpoints (Bp) correspondem ao intervalo 

de valores de referência dos halos de inibição, estabelecidos pelo EUCAST, para cada antibiótico em P. aeruginosa ATCC 
27853. (Bp S) Intervalo de valores dos halos de inibição para os quais a estirpe é considerada suscetível. (Bp R) Intervalo de 
valores dos halos de inibição para os quais a estirpe P. aeruginosa ATCC 27853 é considerada resistente. (EI) Evidência 
insuficiente quanto à eficácia do antibiótico. (RN) Resistência natural da estirpe ao antibiótico. A amarelo assinala-se o efeito 
estimulatório dos extratos de cianobactérias na atividade do antibiótico, e a verde o efeito inibitório. 

 Ø Halo de inibição (mm) 

Antibiótico Bp S Bp R TSA 
DMSO 

25% 
E1 E2 E3 E4 E5 E6 

Ciprofloxacina (5µg) >=50 <26 32 33 36 33 33 33 33 32 

Tobramicina (10µg) >=18 <18 28 25 24 25 24 25 23 25 

Gentamicina (10µg) EI EI 20 21 20 21 21 21 19 20 

Amicacina (30µg) >=15 <15 24 26 25 25 25 25 25 24 

Levofloxacina (5µg) >=50 <22 23 24 26 26 24 25 24 25 

Ceftazidima (30µg) + 

Ácido Clavulânico (10µg) 

- - 26 26 28 26 27 26 25 29 

Ceftazidima (30µg) - - 28 31 31 29 30 30 29 29 

Netilmicina (10µg) EI EI 19 19 20 19 18 19 19 18 

Cefepima (30µg) >=50 <21 31 32 32 32 30 30 32 33 

Doripenem (10µg) - - 35 36 36 36 36 34 34 35 

Imipenem (10µg) >=50 <20 28 29 29 28 23 22 28 29 

Ceftazidima (10µg) >=50 <17 26 26 24 27 26 25 26 25 

Piperaciclina (30µg) + 
Tazobactam (6µg) 

>=50 <18 26 23 27 27 26 29 27 28 

Meropenem (10µg) >=24 <18 30 32 32 31 30 32 30 32 

Ertapenem (10µg) RN RN 22 20 23 22 21 19 27 22 

Aztreonam (30µg) >=50 <18 29 27 31 33 32 33 34 32 
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Como se concluiu pela Tabela 4.2, os 6 extratos cianobacterianos potenciaram a atividade do 

antibiótico aztraeonam na estirpe P. aeruginosa ATCC 27853, uma vez que a adição dos extratos 

induziu o aumento do halo de inibição desse antibiótico em pelo menos 4 mm. De semelhante modo, 

todos os extratos potenciaram a eficácia antibacteriana da associação entre a piperaciclina e o 

tazobactam, à exceção do extrato de diclorometano:metanol (I) de A. platensis (SAG 85.79). 

Adicionalmente, o extrato de diclorometano:metanol (I) de Nostoc sp. (LMECYA 330) potenciou o 

antibiótico ertapenem (ERT). Em contrapartida, verificou-se que o extrato de diclorometano:metanol 

(I) e o extrato metanólico (I) de A. platensis (SAG 85.79) reduziram a atividade antibacteriana do 

imipenem. 
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5 Discussão 

 

Com este trabalho pretendia-se avaliar o efeito de extratos de cianobactérias no crescimento de 

estirpes bacterianas de interesse clínico. Para tal, realizou-se a produção de extratos de vinte e cinco 

estirpes de cianobactérias mantidas na coleção de culturas de microalgas ESSACC e avaliou-se o 

fenótipo de suscetibilidade de nove bactérias patogénicas em relação a esses extratos. As estirpes de 

cianobactérias analisadas pertencem aos géneros Aphanizomenon, Arthrospira, Dolichospermum, 

Leptolyngbya, Limnothrix, Microcystis, Nostoc, Oscillatoria, Planktothrix, Raphidiopsis e 

Synechococcus. Na literatura, já é conhecida a produção de compostos bioativos com propriedades 

antibacterianas por várias estirpes destes genéros [58,80,83,99,105]. Por seu turno, as estirpes 

bacterianas testadas foram Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus e Enterococcus faecalis. De semelhante 

modo, para algumas destas estirpes, a atividade antibacteriana de extratos cianobacterianos e 

compostos bioativos isolados de cianobactérias já foi reportada [70–72,74]. 

Neste estudo, das nove estirpes bacterianas analisadas somente se verificou efeito significativo 

(Ø > 10 mm) na estirpe Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Por sua vez, das vinte e cinco estirpes 

de cianobactérias avaliadas apenas quatro tiveram efeito, nomeadamente Aphanizomenon flos-aquae 

(LMECYA 088), Oscillatoria limosa (SAG 42.87), Arthrospira platensis (SAG 85.79) e Nostoc sp. 

(LMECYA 330). 

 

5.1 Produção e extração da biomassa das estirpes de cianobactérias 

Tal como referido no ponto 4.1, o rendimento relativo à produção de biomassa variou entre as 

estirpes de cianobactérias. De facto, a obtenção de quantidades insuficientes de biomassa é uma das 

limitações encontradas nos processos de produção de compostos bioativos naturais, e apesar de as 

cianobactérias serem relativamente fáceis de cultivar em condições laboratoriais, é difícil obter 

quantidades significativas de biomassa e de compostos bioativos [82]. Neste estudo, a produção 

insuficiente de biomassa comprometeu o passo seguinte, a extração da biomassa com solventes, na 

medida em que o objetivo inicial era realizar as duas sequências de extração, (I) e (II), para todas as 

estirpes de cianobactérias, e isto apenas foi possível para quinze das vinte e cinco estirpes avaliadas.  

Por outro lado, o facto de não se ter verificado atividade antibacteriana em muitos dos extratos 

cianobacterianos pode também dever-se à quantidade insuficiente de biomassa, uma vez que os 

compostos bioativos com propriedades antibacterianas de interesse presentes nos extratos podem estar 

muito diluídos. Melhorar as técnicas de cultura de cianobactérias, através da inoculação das estirpes 

em biorreatores de elevada capacidade, ou pela alteração das condições abióticas a que estão expostas 

em laboratório, de modo a que estas se assemelharem às condições a que as estirpes estão 

habitualmente expostas no meio ambiente, pode permitir a obtenção de rendimentos de biomassa mais 

elevados, e como tal aumentar a atividade dos extratos das cianobactérias [17,67,71,144]. 

A extração da biomassa foi realizada de forma sequencial, partindo sempre da mesma 

biomassa e aplicando sucessivamente cada um dos solventes hexano, diclorometano:metanol (2:1), 

metanol a 70% e água. Apesar de na literatura a sequência de extração dos compostos bioativos 

ocorrer frequentemente do menos polar para o mais polar [139–141], neste estudo optou-se por efetuar 

a extração dos compostos de acordo com as sequências de extração: (I) polaridade crescente dos 

solventes e (II) polaridade decrescente dos solventes [excetuando as dez estirpes acima mencionadas, 

cuja biomassa foi extraída apenas através da sequência de extração (I)]. Efetivamente, o tipo de 
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extração e de solventes usados parece influenciar a atividade dos extratos cianobacterianos, extraindo 

compostos com propriedades químicas diferentes e, consequentemente, bioatividades diferentes. 

Analisando os resultados, verificou-se que o número de extratos cianobacterianos com efeito mais 

pronunciado obtidos através da sequência de extração (I) foi superior ao dos obtidos pela sequência 

(II). Por outro lado, nenhum dos extratos aquosos teve efeito nas bactérias avaliadas. 

Na literatura, os solventes mais usados na extração de compostos bioativos em cianobactérias 

são o metanol, o clorofórmio, o acetato de etilo, o hexano, o etanol, a acetona e o butanol 

[9,17,40,44,104]. Porém a maioria destes solventes são tóxicos, o que pode inviabilizar a sua aplicação 

a nível industrial [90,145,146], designadamente o hexano e o metanol [127–129]. Assim, será mais 

adequado usar misturas aquosas de solventes, tais como o metanol e o etanol, visto serem menos 

tóxicas e poderem ser aplicadas a nível industrial. Atualmente existe um conjunto de procedimentos de 

extração alternativos que, entre outras particularidades, não incluem a utilização de solventes [90,145–

147]. Alguns destes procedimentos são: 

 Extração por fluídos supercríticos (Supercritical fluid extraction, SFE) – processo de 

separação de compostos dissolvidos de uma matriz através de fluídos de substâncias 

gasosas que se encontram em condições de pressão e temperatura acima dos seus 

parâmetros críticos; 

 Extração por líquidos pressurizados (Pressurized liquid extraction, PLE) - processo de 

separação de compostos dissolvidos de uma matriz através de líquidos, sob condições 

de temperatura elevada e pressão atmosférica; 

 (Subcritical water extraction, SWE) – processo de extração de compostos pouco 

polares através da utilização de água; 

 Micro-ondas (Microwave-assisted extraction, MAE) – processo de extração de 

compostos através de ondas eletromagnéticas (micro-ondas), indutoras do aumento da 

temperatura, e consequentemente, de maior solubilidade dos compostos; 

 Campo elétrico pulsado (Pulsed electric field assisted extraction, PEF) – processo de 

extração de compostos por aplicação de pulsos elétricos curtos, por forma a induzir 

poros na estrutura da membrana celular do organismo; 

 Enzimas (Enzyme-assisted extraction, EAE) – processo de extração de compostos 

através da utilização de um ou vários enzimas, tais como as pectinases e as celulases, 

de modo a promover a hidrólise de componentes resistentes, como por exemplo a 

parede celular de organismos [90,145–147]. 

Estas técnicas são caracterizadas por requererem curtos períodos de operação, com taxas de 

extração de compostos rentáveis [90,147]. De todas, a SFE é considerada a técnica com maior 

potencial de aplicação a uma escala industrial, na medida em que o CO2 é o solvente mais usado 

durante o processo de extração [90,147]. 

Deste modo, e considerando que os processos de produção de biomassa e de extração de 

compostos bioativos interferem com a atividade dos extratos de cianobactérias, em estudos futuros 

com as estirpes da ESSACC deverá recorrer-se a procedimentos alternativos e partir de uma maior 

quantidade de biomassa. A otimização destes processos poderá permitir observar um efeito mais 

acentuado dos extratos avaliados e confirmar o seu potencial antibacteriano, designadamente das 

estirpes com as quais pareceu não existir efeito, e numa gama mais alargada de bactérias alvo. 
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5.2 Atividade antibacteriana dos extratos cianobacterianos 

O fenótipo de suscetibilidade das estirpes de bactérias patogénicas aos extratos das 

cianobactérias foi, numa primeira fase, avaliado através do método da difusão em disco. Das nove 

estirpes bacterianas analisadas apenas foi considerado efeito significativo (Ø halo de inibição > 10 

mm) na estirpe Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, pelas cianobactérias Aphanizomenon flos-

aquae (LMECYA 088), Oscillatoria limosa (SAG 42.87), Arthrospira platensis (SAG 85.79) e Nostoc 

sp. (LMECYA 330). Contudo, apesar de se ter observado o efeito mencionado, neste teste os extratos 

não induziram inibição total do crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853, dado que apenas houve 

redução do crescimento da estirpe. Numa segunda fase de avaliação da atividade antibacteriana, 

realizou-se o método da microdiluição com os extratos que tiveram efeito significativo na P. 

aeruginosa ATCC 27853. Embora no método da difusão em disco se tenha observado que o 

decréscimo do crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 foi mais acentuado na presença do extrato 

de diclorometano:metanol (II) de Nostoc sp. (LMECYA 330), no ensaio da microdiluição o extrato 

metanólico (I) de A. platensis (SAG 85.79) foi o único que inibiu totalmente o crescimento da 

bactéria. 

Esta diferença entre os resultados dos dois métodos pode dever-se ao facto de os compostos 

bioativos com propriedades antibacterianas presentes nos diferentes extratos analisados atuarem de 

modo diferente no organismo bacteriano. Através da observação microscópica da microplaca (teste da 

microdiluição), verificou-se que, na concentração 25% v/v, tanto o extrato de diclorometano:metanol 

(II) de Nostoc sp. (LMECYA 330), como também os extratos de hexano (I) de A. flos-aquae 

(LMECYA 088), de diclorometano:metanol (I) de A. platensis (SAG 85.79) e de Nostoc sp. 

(LMECYA 330), pareceram provocar uma diminuição da densidade celular da estirpe P. aeruginosa 

ATCC 27853, e induzir a alteração da morfologia típica das células da bactéria (bastonetes mais 

pequenos e alongados, comparativamente aos bastonetes visualizados no controlo de crescimento). Ou 

seja, os compostos presentes nestes extratos podem ter apresentado atividade bacteriostática e 

interferido ou inibido a replicação das bactérias, ao passo que os compostos presentes no extrato 

metanólico (I) de A. platensis (SAG 85.79) podem ter apresentado atividade bactericida e causado 

diretamente a morte da bactéria [1,12]. 

Por outro lado, a diferença entre os testes pode estar relacionada com a quantidade de extrato 

aplicado. No teste da difusão em disco foram aplicados 10 µL de extrato cianobacteriano, enquanto no 

teste da microdiluição foram avaliadas três quantidades diferentes na microplaca, correspondendo a 25 

µL, 12,5 µL e 6,25 µL. No teste da microdiluição os extratos cianobacterianos correspondentes a 12,5 

µL não tiveram qualquer efeito no crescimento da bactéria, e esta concentração de extrato aproxima-se 

da quantidade de extrato que foi aplicado no teste da difusão em disco. Porém, o extrato metanólico (I) 

de A. platensis (SAG 85.79) numa quantidade mais elevada (25 µL) do que no teste da difusão (10 µL) 

inibiu o crescimento da estirpe bacteriana mencionada. Ou seja, o facto de o extrato estar mais 

concentrado num teste (microdiluição) do que no outro (difusão em disco) pode ter influenciado a 

atividade antibacteriana dos compostos bioativos que continha. 

 Na literatura, o método da difusão em disco e o método da microdiluição são as técnicas mais 

utilizadas na avaliação das propriedades antibacterianas de extratos naturais, sendo que por norma o 

método da microdiluição só é utilizado em extratos que tenham apresentado atividade no método da 

difusão em disco [100,104,125]. Assim, neste trabalho, seria esperado observar pelo método da 

microdiluição a inibição do crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 com o extrato de 

diclorometano:metanol (II) de Nostoc sp. (LMECYA 330), que foi o extrato que produziu um efeito 

mais acentuado pelo método da difusão em disco. Contudo, o crescimento da bactéria apenas foi 

inibido na presença do extrato metanólico (I) de A. platensis (SAG 85.79), que não tinha produzido 
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um efeito tão evidente no teste da difusão em disco. Estes resultados sugerem que apesar de no teste 

da difusão em disco não se ter verificado efeito dos restantes extratos avaliados, tanto em P. 

aeruginosa ATCC 27853 como nas outras estirpes bacterianas, as propriedades antibacterianas dos 

mesmos poderiam ser evidenciadas no teste da microdiluição. A ausência de formação de halo de 

inibição no teste da difusão em disco pode ser apenas indicativa de que não ocorreu difusão completa 

do extrato ao longo do disco, sem ser necessariamente indicativa de inatividade do extrato, tal como já 

foi reportado noutros estudos [148]. 

Em estudos futuros com as estirpes cianobacterianas, deveria ser ponderada a hipótese de 

realizar o teste da microdiluição para todos os extratos de cianobactérias e estirpes bacterianas, até 

porque este possibilita a obtenção de dados semiquantitativos, podendo ser realmente o método mais 

apropriado para analisar e determinar a atividade antibacteriana de extratos naturais. Contudo, para 

além destes métodos, existem outras técnicas alternativas eficazes na avaliação de extratos naturais, 

tais como método turbidimétrico em MHB, que é uma medida da contagem total de células 

bacterianas, incluindo células vivas e as células mortas, e o método de difusão em agar por Pour Plate 

que, por sua vez, indica a contagem de células viáveis em torno de poços em placas de agar [148,149]. 

 Neste trabalho, as estirpes Nostoc sp. (LMECYA 330) e A. platensis (SAG 85.79) foram as 

cianobactérias que tiveram efeito mais pronunciado numa das estirpes de bactérias patogénicas, apesar 

de apenas a estirpe A. platensis (SAG 85.79) ter efetivamente inibido o crescimento de P. aeruginosa 

ATCC 27853. Na literatura já foi reportado o efeito antibacteriano de um composto isolado da espécie 

Nostoc sp., o noscomin, contra P. aeruginosa [17,40,44,72]. Recentemente, foram ainda identificados 

outros compostos produzidos por Nostoc sp. contra P. aeruginosa, os nostocyclopeptides [14]. De 

facto, algumas espécies cianobacterianas do género Nostoc são bastante conhecidas pela produção 

prolífica de diversos compostos bioativos com propriedades antibacterianas, tais como carbamida 

ciclofanos (A-L), cybastacines (A e B) e nostocyclin A, que evidenciaram ser ativos contra estirpes 

bacterianas Gram positivas como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus 

epidermidis e Bacillus subtilis [17,40,72,77,104,123,150]. Por sua vez, embora também seja conhecida 

a produção de compostos com propriedades antibacterianas por A. platensis, até há data poucos foram 

isolados desta espécie. A ficocianina C é um pigmento produzido pela A. platensis que já teve efeito 

antibacteriano não só em P. aeruginosa, como também em E. coli e em S. aureus resistente à 

meticilina [124]. 

 Os resultados obtidos neste trabalho com a estirpe P. aeruginosa ATCC 27853 têm particular 

relevância, tendo em conta que se trata de uma bactéria Gram negativa ubíqua e capaz de se adaptar a 

diversas condições ambientais, e que em contexto clínico está frequentemente associada a múltiplas 

doenças infecciosas [151,152]. Atualmente, esta bactéria é um dos principais agentes patogénicos a 

causar infeções severas, principalmente em pacientes imunocomprometidos [151–153]. Isto deve-se 

não só ao facto de esta bactéria ser produtora de biofilme, como também ao facto de ter vindo a 

desenvolver diversos mecanismos de resistência a antibióticos [152,153]. Neste momento, diversas 

espécies do género Pseudomonas são resistentes à maioria das classes de antibióticos, o que representa 

uma adversidade no tratamento das doenças infeciosas causadas por esta bactéria [153]. Assim, tendo 

em conta a necessidade de desenvolver antibióticos eficazes contra P. aeruginosa, a produção de 

antibióticos a partir organismos naturais como as cianobactérias Nostoc sp. e A. platensis pode ser uma 

forma de mitigar o cenário de resistência observado para esta estirpe bacteriana [152]. Neste sentido, 

estas estirpes de cianobactérias, e até outras avaliadas neste trabalho, podem vir a ser testadas noutras 

estirpes clínicas de P. aeruginosa, em mais estirpes da mesma espécie P. aeruginosa e ainda noutras 

espécies do género Pseudomonas. 
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 Tal como já foi referido, a espécie P. aeruginosa pertence a um grupo de bactérias Gram 

negativas multirresistentes, denominado ESKAPE, que têm estado envolvidas no aparecimento e 

propagação de determinadas infeções nosocomiais de difícil tratamento [2,20]. Muitos dos compostos 

naturais produzidos por cianobactérias que já foram identificados demonstraram ter efeito 

antibacteriano contra algumas estirpes destas espécies [154]. Num estudo que avaliou o potencial de 

extratos obtidos a partir de diferentes solventes na cianobactéria Oxynema thaianum, verificou-se 

atividade antibacteriana de extratos de clorofórmio em estirpes de E. coli e K. pneumoniae, estirpes 

ESKAPE que parecem apresentar mecanismos eficientes de resistência a antibióticos da classe dos β-

lactâmicos [154]. 

A espécie Fischerella ambigua é uma das principais cianobactérias responsáveis pela síntese 

de compostos antibacterianos, que demonstraram ter atividade não só em estirpes Gram negativas, 

como também em estirpes Gram positivas [17,72,108,114,115,117]. Alguns destes compostos são o 

ambigol A, tjipanazole D, ambiguines (G e H), hapalindoles (H e I) e fischambiguine B 

[17,72,108,114,115,117]. Em estirpes cianobacterianas da espécie Lyngbya sp. também já foram 

identificados diversos compostos como o malyngolide, pahayokolide A, lagunamides (A e B), 

pitipeptolides (A e B) e lyngbyazothrins (A-D), com efeito antibacteriano em bactérias como P. 

aeruginosa, S. aureus, B. subtilis e E. coli [17,44,72,104,106]. Para além das cianobactérias já 

referidas, também em espécies dos géneros Hapalosiphon, Hormoscilla, Westiellopsis e 

Cylindrospermum, foram identificados grande parte dos compostos cianobacterianos com atividade 

antibacteriana [72]. Assim, em estudos futuros poderia alargar-se o espólio das estirpes ESSACC a 

estas espécies, bem como avaliar mais estirpes de bactérias, como B. subtilis e K. pneumoniae. 

 

5.3 Atividade adjuvante dos extratos cianobacterianos 

Este trabalho também teve como objetivo verificar se os extratos que tiveram efeito 

significativo (Ø halo de inibição > 10 mm) em P. aeruginosa ATCC 27853 apresentam atividade 

adjuvante de antibióticos de referência para esta estirpe bacteriana. Para tal, efetuou-se a comparação 

entre o efeito exclusivo dos antibióticos de referência com o efeito dos mesmos antibióticos 

adicionados daqueles extratos. Todos os extratos, nomeadamente o extrato de hexano (I) de A. flos-

aquae (LMECYA 088), o extrato metanólico (II) de O. limosa (SAG 42.87), os extratos de 

diclorometano:metanol (I) e extrato metanólico (I) de A. platensis (SAG 85.79), e os extratos de 

diclorometano:metanol (I) e (II) de Nostoc sp. (LMECYA 330) potenciaram a atividade do antibiótico 

AZT. De semelhante modo, verificou-se que, excetuando o extrato de diclorometano:metanol (I) de A. 

platensis (SAG 85.79), todos os extratos potenciaram a eficácia antibacteriana da associação de 

penicilinas PIP/TAZ. Adicionalmente, o extrato de diclorometano:metanol (I) de Nostoc sp. 

(LMECYA 330) potenciou o antibiótico ERT. Deste modo, é possível concluir que extratos 

produzidos pelas cianobactérias A. flos-aquae (LMECYA 088), O. limosa (SAG 42.87), A. platensis 

(SAG 85.79), e Nostoc sp. (LMECYA 330) podem ter atividade adjuvante dos antibióticos AZT, 

PIP/TAZ e ERT. 

O AZT e a associação de penicilinas PIP/TAZ pertencem à classe de antibióticos dos β-

lactâmicos, mas o AZT está incluído na subclasse dos monobactamas e a associação PIP/TAZ integra 

a subclasse das penicilinas [2,4,10,18,24]. Mesmo pertencendo a subclasses de antibióticos diferentes, 

ambos os antibióticos atuam no organismo bacteriano através da inibição da síntese da parede celular 

[2,4,10,18,24]. O facto dos extratos cianobacterianos terem potenciado a eficácia do AZT e da 

associação PIP/TAZ sugere que a atividade antibacteriana dos compostos bioativos que os extratos 

contêm pode manifestar-se através da interferência ou inibição da síntese da parede celular das 
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bactérias. Por outro lado, o extrato de diclorometano:metanol (I) de Nostoc sp. (LMECYA 330) 

potenciou a atividade do AZT, da associação PIP/TAZ e ainda do antibiótico ERT, que pertence à 

subclasse dos carbapenemos (classe dos β-lactâmicos). Apesar de apresentarem o mesmo modo de 

ação, o mecanismo de resistência a estes antibióticos é diferente (ERT – carbapenemases; AZT - β-

lactamases de espetro largo; PIP/TAZ - β-lactamases). Assim, este extrato em particular pode, 

eventualmente, ser um adjuvante de antibióticos eficaz em estirpes com suscetibilidade reduzida ou 

resistentes aos antibióticos β-lactâmicos [2,4,10]. 

Na antibioterapia, a combinação de antibióticos favorece a atividade sinérgica entre eles, e tem 

como propósito a otimização da eficácia da sua atividade antibacteriana contra aos agentes 

patogénicos [37,51]. Porém, a associação entre antibióticos e compostos com reduzida ou até 

inexistente atividade antibacteriana é uma estratégia inovadora que tem sido cada vez mais explorada, 

principalmente no combate ao fenómeno de resistência a antibióticos [25,37,51]. Estes adjuvantes de 

antibióticos potenciam a atividade antimicrobiana dos antibióticos ao intervirem diretamente em 

mecanismos de resistência desenvolvidos pelas bactérias patogénicas resistentes, o que pode 

amplificar o espetro de atividade dos antibióticos [37]. A atividade adjuvante de compostos 

naturalmente produzidos por diversos organismos já foi reportada [25]. Por outro lado, alguns estudos 

também já verificaram que a combinação de diferentes extratos que contenham compostos com 

propriedades antibacterianas pode apresentar atividade sinérgica entre si [31,75]. Esta combinação 

entre extratos de diferentes cianobactérias também pode vir a ser analisada em estudos futuros de 

avaliação da atividade antibacteriana de cianobactérias.  

 Os resultados obtidos podem ser sugestivos quanto aos mecanismos subjacentes à atividade 

antibacteriana dos compostos bioativos presentes nos extratos das cianobactérias avaliadas. Contudo, 

para obter informação relativa aos mecanismos de ação destes compostos, é elementar proceder à 

caracterização química dos extratos [149]. A aplicação de técnicas como a cromatografia líquida de 

alta eficiência permite determinar a composição destes extratos e auxiliar a identificar as propriedades 

e mecanismos de ação nas bactérias [149]. No entanto, ainda que a pesquisa de compostos com 

propriedades antibacterianas tenha aumentado nas últimas, décadas devido à emergência e 

disseminação de estirpes bacterianas resistente a antibióticos (e respetivos mecanismos de resistência), 

e muitos destes compostos bioativos já terem sido isolados e identificados, poucos concluíram a etapa 

de ensaios clínicos e nenhum destes compostos foi aprovado para produção industrial 

[90,146,152,153]. Isto deve-se principalmente aos processos de extração intensivos que recorrem 

frequentemente a solventes tóxicos, e que são pouco rentáveis e dispendiosos [146]. Porém se as 

limitações encontradas na produção de compostos antibacterianos naturais produzidos por 

cianobactérias forem ultrapassadas, estes compostos podem ter aplicação no desenvolvimento de 

novos antibióticos. 
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6 Conclusões e Perspetivas Futuras 

 

Em suma, foram cumpridos os objetivos propostos e identificaram-se estirpes de 

cianobactérias com potencial efeito no crescimento bacteriano, podendo estas estirpes serem 

promissoras para estudos de compostos antibacterianos naturais. Embora apenas extratos de A. 

platensis (SAG 85.79) tenham inibido totalmente o crescimento da estirpe P. aeruginosa ATCC 

27853, verificou-se a redução do crescimento desta estirpe e alteração morfológica das respetivas 

células quando esta bactéria foi exposta a extratos das cianobactérias A. flos-aquae (LMECYA 088), 

O. limosa (SAG 42.87) e Nostoc sp. (LMECYA 330). Adicionalmente, verificou-se também que 

alguns extratos destas cianobactérias potenciaram a atividade antibacteriana de antibióticos de 

referência para a bactéria P. aeruginosa ATCC 27853, isto é, evidenciaram atividade adjuvante destes 

antibióticos. Dado o atual cenário de resistência a antibióticos, que se tem traduzido na perda de 

eficácia de vários antibióticos e ainda na escassez de novos antibióticos, estes resultados podem ser 

importantes uma vez que sugerem a hipótese de utilizar componentes destes extratos para, de certo 

modo, prolongar a atividade de vários antibióticos e até de “reativar” a ação de determinados 

antibióticos que atualmente possam ser considerados ineficazes. 

Ainda que só se tenha verificado efeito significativo de alguns extratos cianobacterianos em P. 

aeruginosa ATCC 27853, estes resultados obtidos para esta estirpe em particular são bastante 

relevantes, uma vez que esta estirpe tem importância em contexto clínico. Em conjunto com outras 

estirpes Gram negativas, a bactéria P. aeruginosa tem estado associada ao aparecimento de várias 

infeções hospitalares de difícil tratamento, devido aos mecanismos de resistência eficientes aos 

principais antibióticos que apresenta. A produção de novos antibióticos eficazes contra esta espécie a 

partir de compostos naturais sintetizados pelas cianobactérias identificadas pode ser uma alternativa 

promissora. 

Neste estudo, verificou-se que a quantidade de biomassa extraída, o tipo de extração e solvente 

de extração utilizados, a quantidade de extrato avaliada e o método de avaliação do fenótipo de 

suscetibilidade das bactérias usado, são fatores que podem influenciar a deteção da potencial atividade 

antibacteriana dos extratos das cianobactérias. Em ensaios futuros, otimizar as condições de produção 

e extração da biomassa, avaliar mais estirpes de cianobactérias e testar mais estirpes de bactérias 

patogénicas, analisar e identificar os mecanismos de ação dos compostos bioativos presentes nos 

extratos cianobacterianos e, de um modo geral, ultrapassar as limitações encontradas na produção de 

compostos antibacterianos naturais por cianobactérias, pode impulsionar a utilização destes 

organismos e seus compostos no desenvolvimento de novos antibióticos. 

A produção de antibióticos a partir de extratos de cianobactérias é, efetivamente, bastante 

promissora, não só pela síntese de compostos bioativos com propriedades antibacterianas por estes 

microrganismos, mas também pela disponibilidade destes na natureza e pelo fato de requererem 

condições de crescimento elementares. A avaliação da atividade antibacteriana de compostos 

cianobacterianos e o desenvolvimento de antibióticos naturais a partir das cianobactérias pode ajudar a 

mitigar a problemática da dispersão de genes e mecanismos de resistência a antibióticos entre estirpes 

bacterianas multirresistentes.  
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8 Anexos 

Anexo I 

Preparação de meio Z8 

 

Tabela I.1 – Composição das soluções usadas na preparação de meio de cultura Z8 [138].  

Composição meio Z8 

Solução stock Quantidade (mL/L) 

Solução A 10 

Solução B 10 

Solução Fe-EDTA 10 

Solução de micronutrientes 1 

Solução stock A 

Composto Quantidade (g/L) 

NaNO₃ 46,7 

Ca(NO₃)₂4H₂O 5,9 

MgSO₄7H₂O 2,5 

Solução stock B 

Composto Quantidade (g/L) 

K₂HPO₄ 3,1 

Na₂CO₃ 2,1 

Solução stock de Fe-EDTA 

Composto Quantidade (mL/L) 

FeCl₃6H₂O (dissolução de 2,8 g do composto em 100 

mL de HCl 0,1 M água bidestilada) 
10 

EDTA-Na₂ (dissolução de 3,9 g do composto em 100 

mL de HCl 0,1 M água bidestilada) 
9,5 

Solução stock de micronutrientes 

Composto Quantidade (g/100mL) 

Na₂WO₄2H₂O 0,033 

(NH₄)Mo₇O₂4H₂O 0,088 

KBr 0,12 

Kl 0,083 

ZnSO₄7H₂O 0,287 

Cd(NO₃)₂4H₂O 0,155 

Co(NO₃)₂6H₂O 0,146 

CuSO₄5H₂O 0,125 

NiSO₄(NH₄)₂SO₄6H₂O 0,198 

Cr(NO₃)₃9H₂O 0,041 

V₂O₅ 0,0089 

Al₂(SO₄)₃K₂SO₄24H₂O 0,474 
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H₃BO₃ 0,31 

MnSO₄4H₂O 0,223 

 

Nota: As quantidades dos compostos para cada solução stock foram adicionadas a 1 L de água 

ultrapura. Durante a preparação dos 5 L de meio Z8 usados para inocular as cianobactérias nos balões 

de 6 L, foram adicionados 50 mL de cada uma das soluções stock A, B e Fe-EDTA, e 5 mL da solução 

de micronutrientes a 5 L de água ultrapura. 
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Anexo II 

Biomassa liofilizada das estirpes de cianobactérias 

 

Tabela II.1 – Quantidade de biomassa obtida após liofilização para cada estirpe. 

Estirpe de cianobactéria Código da estirpe 
Quantidade de biomassa 

liofilizada (g) 

Aphanizomenon flos-aquae LMECYA 088 1,8113 

Aphanizomenon flos-aquae LMECYA 089 0,6551 (*) 

Aphanizomenon gracile LMECYA 009 1,7499 

Aphanizomenon gracile LMECYA 040 0,7153 (*) 

Arthrospira platensis SAG 85.79 3,4006 

Dolichospermum flos-aquae LMECYA 165 0,7105 (*) 

Dolichospermum flos-aquae LMECYA 180 1,4406 

Dolichospermum spiroides LMECYA 161 1,0835 

Leptolyngbya sp. LMECYA 079 3,554 

Leptolyngbya sp. LMECYA 173 0,6094 (*) 

Limnothrix redekei LMECYA 145 1,3363 

Microcystis aeruginosa LMECYA 050 0,9713 

Microcystis aeruginosa LMECYA 127 1,5378 

Nostoc sp. LMECYA 330 1,0347 

Nostoc commune LMECYA 290 0,7678 

Nostoc sp. LMECYA 291 0,5447 (*) 

Nostoc sp. LMECYA 333 0,3997 (*) 

Oscillatoria limosa SAG 42.87 3,31 

Planktothrix agardhii LMECYA 256 0,8521 

Planktothrix agardhii LMECYA 257 1,0178 

Planktothrix mougeotii LEGE 06224 0,7489 (*) 

Planktothrix rubescens LMECYA 203 0,733 (*) 

Raphidiopsis mediterranea LMECYA 287 0,5875 (*) 

Synechococcus nidulans LMECYA 156 0,4128 (*) 

Synechococcus nidulans LMECYA 236 0,809 

 

Nota: Os valores destacados com (*) correspondem às estipes para as quais foram obtidas as menores 

quantidades de biomassa liofilizada. 
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Anexo III 

Protocolo de extração da biomassa com solventes (Adaptado de [139–141]) 

 

A extração da biomassa de cianobactérias foi realizada com o equipamento e material 

indicados na tabela III.1. 

Tabela III.1 - Material e equipamento utilizados para a extração da biomassa com solventes. 

Material Equipamento 

Frascos de Schott Hotte 

Frascos de vidro com biomassa liofilizada Placa de agitação magnética 

Solventes: n-hexano, metanol, diclorometano, água 
ultrapura 

Ultrassons 

Tubos PP Centrífuga 

Tampas com septo de borracha 
Balança analítica (Mettler, H10w, Columbus, 

EUA) 

Pipetador automático Evaporador por gás inerte (TurboVap®LV) 

Pipetas de vidro de 2 mL, 5 mL, 10 mL e 20 mL Liofilizador 

Seringa e agulhas  

Gelo  

 

             As 25 estirpes foram extraídas em grupos de 5, de acordo com o procedimento a seguir 

detalhado. 

 

Sequência de Extração: 

 

 

 

Procedimento: 

 Na Hotte, preparar 60 mL4 das misturas de solventes metanol 70% e diclorometano:metanol 

(2:1): 

- Para o metanol 70%  Adicionar 42 mL de metanol e 18 mL de água ultrapura a um frasco 

de Schott; 

- Para a solução diclorometano:metanol (2:1)  Adicionar 40 mL de diclorometano e 20 mL 

metanol a um frasco de Schott. 

 Colocar 500 mg de biomassa num frasco de vidro e adicionar 2 mL do 1ºsolvente da ordem de 

extração em cada um dos frascos de vidro, através de do sistema seringa-agulha5 representado 

na figura seguinte: 

                                                             
4 Para cada estirpe são necessários 10 mL de solvente. 
5 Para evitar a aspiração da biomassa pelo sistema de ventilação da Hotte, com a consequente perda de material liofilizado, o 
primeiro solvente é adicionado através de uma seringa (Figura III.1). Para tal, antes da adição do solvente, trocar as tampas 

(I) n-Hexano  Diclorometano:Metanol (2:1)  Metanol 70%  Água 

(II) Metanol 70%  Diclorometano:Metanol (2:1)  n-Hexano  
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Figura III.1 – Representação esquemática do sistema criado para a colocação do primeiro solvente. 

 Após agitação magnética, acrescentar 8 mL do mesmo solvente, de modo a perfazer 10 mL de 

solvente adicionado. 

 Repetir a agitação magnética durante 30 min, de forma a promover a extração de compostos, à 

temperatura ambiente. 

 Colocar os extratos em gelo e sonicar (30%; 9,0 on; 2,0 off) durante 1 min. 

 Repetir a agitação magnética, para extração adicional dos compostos da biomassa, durante 30 

min, à temperatura ambiente. 

 Transferir a solução obtida após extração para um tubo PP e centrifugar6. 

 Recolher o sobrenadante e centrifugar novamente, nas mesmas condições. 

 Recolher o sobrenadante, correspondente ao extrato final, e transferi-lo para um tubo PP, 

previamente pesado. 

 Recolher o pellet de biomassa residual e repetir os passos anteriores com os solventes 

seguintes7, de acordo com a ordem de extração. 

 Colocar os extratos obtidos para cada solvente num evaporador até à secagem total dos 

solventes hexano, diclorometano e metanol. Este processo ocorre a pressão controlada mas as 

condições8 de temperatura para cada solvente variam, sendo de 35 ºC para o diclorometano e 

50 ºC para o hexano e o metanol. 

 Colocar os extratos que contenham a água como solvente no liofilizador, para desidratação 

completa dos mesmos. 

 Pesar os tubos PP com cada extrato, e calcular a quantidade de extrato bruto obtido: 

𝑃𝑒𝑠𝑜𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑏𝑟𝑢𝑡𝑜 = 𝑃𝑒𝑠𝑜𝑇𝑢𝑏𝑜 𝑃𝑃+𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 − 𝑃𝑒𝑠𝑜𝑇𝑢𝑏𝑜 𝑃𝑃  

 Armazenar os tubos PP com os extratos brutos a -20 ºC até sua dissolução. 

 

  

                                                                                                                                                                                              
de plástico dos frascos de vidro por tampas com um septo de borracha para permitir a introdução da seringa. Após dissolução 
com o primeiro solvente, voltar a colocar as tampas de plástico. 
6 Condições de centrifugação para cada solvente: 5000xg, 5 min, 4 ºC (hexano); 6000xg, 8 min, 4 ºC (diclorometano:metanol, 
metanol 70% e água ultrapura). 
7 Após a extração da biomassa com o primeiro solvente, os 10 mL de cada um dos próximos solventes são adicionados de 
uma vez. 
8 Condições estabelecidas considerando o ponto de ebulição de cada solvente: hexano (69 ºC), diclorometano (39 ºC) e 
metanol (64 ºC). 
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Anexo IV 

Protocolo de Dissolução dos extratos com DMSO a 25% (Adaptado de [139–141]) 

 

 Tabela IV.1 – Material e equipamento usado para a dissolução dos extratos com DMSO. 

Material Equipamento 

Micropipeta e pontas Câmara de fluxo laminar 

Tubos eppendorf de 2 mL Densitómetro 

DMSO (D-8418, Sigma-Aldrich) Vórtex 

Água ultrapura Centrífuga 

Tubos PP com os extratos  

 

 

Procedimento: 

 Adicionar 500 µL de DMSO a cada tubo PP com o extrato.  

 Agitar vigorosamente no vórtex cada tubo. 

 Manter os tubos com os extratos e DMSO em repouso durante 1 h, à temperatura ambiente, 

para ocorrer a dissolução. 

 Adicionar 500 µL de água ultrapura a cada tubo e repetir agitação no vórtex.  

 Juntar 1000 µL de água ultrapura a cada tubo, de modo a obter uma solução com DMSO a 

25%. 

 Agitar novamente no vórtex e centrifugar tubos com a solução obtida a 8000xg, 5 min, 4 ºC. 

 Recolher os sobrenadantes obtidos para tubos eppendorf de 2 mL. 

 Conservar cada extrato dissolvido a -20 ºC. 
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Anexo V 

Tabela V.1 – Pesos dos tubos PP sem extrato (A), pesos dos tubos PP com extrato (B) e pesos dos extratos brutos (C), obtidos para cada estirpe após extração da biomassa com solventes, de acordo com 

a ordem de extração I (n-Hexano  Diclorometano:Metanol (2:1)  Metanol 70%  Água). (**) Extratos não obtidos devido a dano acidental do material biológico. 

  Hexano Diclorometano:Metanol Metanol 70% Água 

Estirpe de cianobactéria Código da estirpe A B C A B C A B C A B C 

Aphanizomenon flos-aquae LMECYA 088 6,7569 6,7797 0,0228 6,9541 6,9807 0,0266 6,9542 7,0254 0,0712 6,7294 6,9886 0,2592 

Aphanizomenon flos-aquae LMECYA 089 6,7398 6,7585 0,0187 6,6979 6,7616 0,0637 6,8102 6,8544 0,0442 6,7075 6,7329 0,0254 

Aphanizomenon gracile LMECYA 009 6,9341 6,9561 0,022 6,9106 6,9695 0,0589 6,9384 6,9735 0,0351 6,7716 6,9316 0,16 

Aphanizomenon gracile LMECYA 040 6,6789 6,7016 0,0227 6,7428 6,805 0,0622 6,8282 6,8615 0,0333 6,7741 6,7943 0,0202 

Arthrospira platensis SAG 85.79 6,9379 6,9609 0,023 6,9297 6,9423 0,0126 7,0036 7,1232 0,1196 6,7716 6,9647 0,1931 

Dolichospermum flos-aquae LMECYA 165 6,9107 6,9373 0,0266 6,9074 7,0159 0,1085 6,9625 7,0017 0,0392 6,9385 6,9576 0,0191 

Dolichospermum flos-aquae LMECYA 180 6,9017 6,925 0,0233 6,8968 6,9628 0,066 6,8904 6,9202 0,0298 6,9319 6,9502 0,0183 

Dolichospermum spiroides LMECYA 161 6,8934 6,9161 0,0227 6,8702 6,9321 0,0619 6,9275 6,9845 0,057 6,9135 6,9397 0,0262 

Leptolyngbya LMECYA 079 6,9626 6,9873 0,0247 6,8598 6,9463 0,0865 7,0115 7,0434 0,0319 6,7361 6,9411 0,205 

Leptolyngbya LMECYA 173 6,7263 6,7426 0,0163 6,7118 6,7744 0,0626 6,7096 6,7431 0,0335 6,7544 6,7902 0,0358 

Limnothrix redekei LMECYA 145 6,8774 6,904 0,0266 7,0036 7,0948 0,0912 6,92 6,9534 0,0334 6,936 6,963 0,027 

Microcystis aeruginosa LMECYA 050 6,9466 6,9721 0,0255 6,9492 7,02 0,0708 6,9017 6,9361 0,0344 6,9306 6,9442 0,0136 

Microcystis aeruginosa LMECYA 127 6,9218 6,9475 0,0257 6,9151 6,9968 0,0817 6,8568 6,8851 0,0283 6,8518 6,8633 0,0115 

Nostoc sp. LMECYA 330 6,9511 6,9726 0,0215 6,9457 6,9741 0,0284 6,9132 6,9248 0,0116 6,9328 6,9357 0,0029 

Nostoc sp. LMECYA 290 6,93 6,9445 0,0145 6,9404 6,9897 0,0493 6,8971 6,9333 0,0362 6,9758 6,9971 0,0213 

Nostoc sp. LMECYA 291 6,8997 6,9217 0,022 6,9489 7,0119 0,063 6,932 6,9586 0,0266 6,9016 6,9208 0,0192 

Nostoc sp. LMECYA 333 6,9348 6,9555 0,0207 6,9315 6,9852 0,0537 6,956 6,9955 0,0395 6,9215 6,9352 0,0137 

Oscillatoria limosa SAG 42.87 6,9811 7,0047 0,0236 6,997 7,0486 0,0516 6,9383 6,9867 0,0484 6,7382 6,928 0,1898 

Planktothrix agardhii LMECYA 256 6,9643 6,986 0,0217 6,9903 7,058 0,0677 6,9209 ** ** 6,9448 ** ** 

Planktothrix agardhii LMECYA 257 6,9584 6,9828 0,0244 6,8922 6,9516 0,0594 6,8791 6,9052 0,0261 6,9415 6,9719 0,0304 

Planktothrix mougeotii LEGE 06224 6,8846 6,9079 0,0233 6,9065 6,9892 0,0827 6,9585 6,9908 0,0323 6,9079 6,933 0,0251 

Planktothrix rubescens LMECYA 203 6,8648 6,8881 0,0233 6,9554 7,0511 0,0957 6,9365 6,9774 0,0409 6,9204 6,9564 0,036 

Raphidiopsis mediterranea LMECYA 287 6,7244 6,7414 0,017 6,713 6,7848 0,0718 6,8207 6,8569 0,0362 6,7164 6,7415 0,0251 

Synechococcus LMECYA 156 6,6985 6,7154 0,0169 6,7588 6,8098 0,051 6,7124 6,7345 0,0221 6,7611 6,7735 0,0124 
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Synechococcus nidulans LMECYA 236 5,9473 6,9714 0,0241 6,9568 7,021 0,0642 6,8829 6,9062 0,0233 6,9039 6,928 0,0241 

 

Tabela V.2 – Pesos dos tubos PP sem extrato (A), com extrato (B) e dos extratos brutos (C), obtidos para cada estirpe após extração da biomassa com solventes, de acordo com a ordem de extração II 

(Metanol 70%  Diclorometano:Metanol (2:1)  n-Hexano). Os campos da tabela que não apresentam valores correspondem às estirpes que não foram extraídas segundo esta ordem de extração. 

  Hexano Diclorometano:Metanol Metanol 70% 

Estirpe de cianobactéria Código da estirpe A B C A B C A B C 

Aphanizomenon flos-aquae LMECYA 088 6,9047 6,9727 0,068 6,9784 7,0673 0,0889 6,9458 7,0112 0,0654 

Aphanizomenon flos-aquae LMECYA 089 - 

Aphanizomenon gracile LMECYA 009 6,9261 6,9405 0,0144 6,9643 7,0325 0,0682 6,9016 6,9306 0,029 

Aphanizomenon gracile LMECYA 040 - 

Arthrospira platensis SAG 85.79 6,9392 6,893 -0,0462 7,0063 7,0664 0,0601 6,8869 6,9958 0,1089 

Dolichospermum flos-aquae LMECYA 165 - 

Dolichospermum flos-aquae LMECYA 180 6,9542 6,9679 0,0137 6,8928 6,9662 0,0734 6,8742 6,9054 0,0312 

Dolichospermum spiroides LMECYA 161 6,8736 6,8881 0,0145 6,9117 7,074 0,1623 6,9475 6,9932 0,0457 

Leptolyngbya LMECYA 079 6,9726 6,9819 0,0093 6,8633 6,9185 0,0552 6,9161 6,956 0,0399 

Leptolyngbya LMECYA 173 - 

Limnothrix redekei LMECYA 145 6,9009 6,9167 0,0158 6,9522 7,0056 0,0534 6,8447 6,879 0,0343 

Microcystis aeruginosa LMECYA 050 6,9167 6,9335 0,0168 6,9102 6,9743 0,0641 6,9164 6,945 0,0286 

Microcystis aeruginosa LMECYA 127 6,9335 6,9467 0,0132 6,8757 6,9233 0,0476 6,9047 6,9742 0,0702 

Nostoc sp. LMECYA 330 6,9007 6,9157 0,015 6,9441 6,9875 0,0434 6,9094 6,9301 0,0207 

Nostoc sp. LMECYA 290 6,876 6,8883 0,0123 6,9108 6,9329 0,0221 6,9114 6,9472 0,0358 

Nostoc sp. LMECYA 291 - 

Nostoc sp. LMECYA 333 - 

Oscillatoria limosa SAG 42.87 6,9088 6,9228 0,014 6,9296 6,9843 0,0547 6,9578 7,0019 0,0441 

Planktothrix agardhii LMECYA 256 6,9443 6,9603 0,016 6,8932 6,9328 0,0396 6,9332 6,9513 0,0181 

Planktothrix agardhii LMECYA 257 6,9483 6,9666 0,0183 6,885 6,9247 0,0397 6,935 6,9716 0,0366 

Planktothrix mougeotii LEGE 06224 - 

Planktothrix rubescens LMECYA 203 - 

Raphidiopsis mediterranea LMECYA 287 - 
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Synechococcus LMECYA 156 - 

Synechococcus nidulans LMECYA 236 6,8646 6,8772 0,0126 6,9256 6,9657 0,0401 6,897 6,9108 0,0138 
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Anexo VI 

Protocolo de Determinação da Concentração Inibitória Mínima de extratos de cianobactérias pelo 

método da Microdiluição (Adaptado dos procedimentos EUCAST [142]) 

 

 Considerando que, de entre as bactérias avaliadas, apenas se verificou efeito de alguns extratos 

no crescimento da bactéria Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, o procedimento que se segue foi 

delineado para esta estirpe bacteriana. O material e o equipamento necessários estão indicados na 

Tabela VI.1. 

 

 Tabela VI.1 – Material biológico, reagentes e equipamentos usados para a determinação da CIM dos extratos pelo 

método da Microdiluição. 

 

O esquema da microplaca usada para determinação da CIM dos extratos E1-E6 em P. 

aeruginosa está representado na Figura VI.1. 

 

 

  

Material biológico, reagentes e equipamentos 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

E1 - LMECYA 088 Hexano (I) 

E2 - SAG 42.87 MeOH 70% (II) 

E3 - SAG 85.79 DCM:MeOH (2:1) (I)  

E4 - SAG 85.79 MeOH 70% (I)  

E5 - LMECYA 330 DCM:MeOH (2:1) (I)  

E6 - LMECYA 330 DCM:MeOH (2:1) (II)  

Imipenem (16-0,06 mg/L) 

Meio MHB 

Meio MHA 

Solução salina 0,9% 

Microplacas de 96 poços de fundo cónico 

Micropipetas e pontas 

Pipetas de Pasteur 

Ansas 

Câmara de fluxo laminar 

Densitómetro 

Vórtex 
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Figura VI.1 – Esquema da microplaca usada para determinação da CIM dos extratos E1-E6 em P. aeruginosa 

ATCC 27853. Os poços E1, E2, E3, E4, E5 e E6 contêm os extratos cianobacterianos, em três concentrações diferentes: 25% 

v/v (25 µLExtrato/100µLVolume final, colunas 1-3), 12,5% v/v (12,5 µLExtrato/100µLVolume final, colunas 4-6) e 6,25% v/v (6,25 

µLExtrato/100µLVolume final, colunas 7-9). Os poços CS representam o controlo do solvente (CS1 - DMSO 25%; CS2 – 12,5%; 

CS3 – 6,25%). Os poços CC representam o controlo do crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853. Os poços CN são o 

controlo negativo (meio MHB). As soluções diluídas de Imipenem foram adicionadas aos poços representados por números 

na fração azul da microplaca, que representam a concentração do antibiótico em mg/L. 

 

Procedimento: 

 Na câmara de fluxo laminar, preparar uma solução stock de imipenem 128 mg/L em tampão 

fosfato (pH = 7,23; 0,01 mol/L). 

 Preparar soluções com diluições sucessivas de imipenem (controlo positivo) em meio MHB, 

nas concentrações 64 mg/L, 8 mg/L e 1 mg/L, a partir da solução stock. 

 Nos poços 1-9 (A-F) e 10-11 (A-E) adicionar 50 µL de meio MHB. 

 Nos poços A1, 2 e 3 colocar 50 µL do extrato E1. Proceder de forma igual para os poços 1, 2 e 

3 das linhas B/E2, C/E3, D/E4, E/E5, F/E6. 

 Transferir 50 µL dos poços 1 (A-F) para os poços 4 (A-F), e destes para os poços 7 (A-F). 

Efetuar o mesmo para os poços 258 (A-F) e 369 (A-F). No fim deste passo, 

descartar 50 µL dos poços 7-9 (A-F). 

 Nos poços 1-9 (G-H) e 10-12 (F-H) adicionar meio MHB, de acordo com a Tabela VI.2. De 

seguida, adicionar aos mesmos poços (assinalados a azul na Figura VI.1) os volumes das 

soluções diluídas do imipenem descritos na tabela mencionada. 

 Nos poços A10, 11 e 12 (CS1) colocar 50 µL de DMSO a 25% (controlo do solvente). 

Transferir 50 µL dos poços A10, 11 e 12 para os poços B10, 11 e 12 (CS2), e destes para os 

poços C10, 11 e 12 (CS3). No fim deste passo, descartar 50 µL dos poços C10, 11 e 12. 

 Nos poços E10, 11 e 12 adicionar 50 µL de meio MHB (controlo negativo). 

 Preparar a suspensão bacteriana de P. aeruginosa, numa densidade correspondente a 0,5 

McFarland (correspondente a 1×108 UFC/mL). 
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 Diluir a suspensão bacteriana 1:100 (80 µL de suspensão bacteriana + 7920 µL de meio 

MHB). 

 Numa nova microplaca (B), nos poços 1-4 (A-H) adicionar 250 µL da suspensão bacteriana. 

 Transferir 50 µL da suspensão bacteriana da microplaca (B) para todos os poços da 

microplaca (A) previamente preparada, exceto aos poços E10, 11 e 12 (controlo negativo), de 

acordo com a Figura VI.2. 

 Incubar a 37 ºC durante 18 h ± 2 h e analisar os resultados. A turvação do meio e a presença 

de precipitado branco indicam crescimento bacteriano. 

 

Tabela VI.2 – Descrição dos volumes das soluções diluídas do imipenem (64 mg/L, 8 mg/L e 1 mg/L) a pipetar 

para a microplaca. 

Stock inicial (mg/L) 64 8 1 

Volume a pipetar da solução 

stock de Imipenem (µL) 
25 12,5 6,25 25 12,5 6,25 25 12,5 6,25 

Volume a pipetar de meio 
MHB (µL) 

25 37,5 43,8 25 37,5 43,8 25 37,5 43,8 

Stock final (mg/L) 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 

 

 As principais etapas do protocolo de determinação da CIM dos extratos E1-6 estão 

representadas esquematicamente na Figura VI.2. 
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Figura VI.2 – Esquema das principais etapas do procedimento de determinação da CIM dos extratos E1-E6 em P. aeruginosa ATCC 27853. (i) Adição de 50 µL de meio MHB. (ii) 

Adição de 50 µL dos extratos E1-E6. (iii) Adição das soluções diluídas do antibiótico de referência. (iv) Adição de 50 µL de DMSO a 25 % aos poços CS. (v) Adição de 50 µL de meio MHB 

aos poços CN. (vi) Adição de 250 µL de suspensão bacteriana aos poços 1-4 (A-H) da microplaca (B). (vii) Adição de 50 µL da suspensão bacteriana à microplaca (A), a partir da microplaca 

(B).

i) ii) 
iii) 

iv) 

v) 

vii) 

Adição de 50 µL de meio MHB Adição de 50 µL dos extratos E1-6 
Adição das soluções diluídas do 

antibiótico de referência 

Adição de 50 µL de DMSO a 25% 

Adição de 50µL 

de meio MHB 

Adição de 50 µL da 

suspensão bacteriana à 

microplaca (A), a partir 

da microplaca (B) 

vi) 
Adição de 250 µL de 

suspensão bacteriana 
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Anexo VII 

Exemplos de placas representativas da avaliação do efeito dos extratos das cianobactérias em cada 

uma das nove bactérias patogénicas, analisadas através do método da difusão em disco 

 

 

 

 

  

Avaliação de extratos (II) das cianobactérias Aph. 
flos-aquae (LMEYCA 088), Aph. gracile 
(LMECYA 009), Leptolyngbya sp. (LMECYA 079), 
A. platensis (SAG 85.79) e O. limosa (SAG 42.87) 

em S. aureus ATCC 29213. 

Avaliação de extratos (I) das cianobactérias R. 
mediterranea (LMECYA 287), N. commune 
(LMECYA 291), P. mougeotii (LEGE 06224) e 

LMECYA 333 em E. coli NCTC 13846. 

 

Avaliação de extratos (I) das cianobactérias R. 
mediterranea (LMECYA 287), N. commune 
(LMECYA 291), P. mougeotii (LEGE 06224) e 

LMECYA 333 em E. coli ATCC 25922. 

Avaliação de extratos (I) das cianobactérias R. 

mediterranea (LMECYA 287), N. commune 
(LMECYA 291), P. mougeotii (LEGE 06224) e 
LMECYA 333 em S. aureus URRA 872. 
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Avaliação de extratos (I) das cianobactérias D. flos-
aquae (LMECYA 165), Leptolynbya sp. (LMECYA 
173), P. rubescens (LMECYA 203) e LMECYA 
333 em P. aeruginosa ATCC 27853. 

Avaliação de extratos (I) das cianobactérias P. 
agardhii (LMECYA 256) e Nostoc sp. (LMECYA 

290) em S. epidermidis URRA 958. 

Avaliação de extratos (I) das cianobactérias Aph. 
flos-aquae (LMEYCA 088), Aph. gracile 
(LMECYA 009), Leptolyngbya sp. (LMECYA 079), 
A. platensis (SAG 85.79) e O. limosa (SAG 42.87) 
em S. saprophyticus URRA 840. 

Avaliação de extratos (I) das cianobactérias Aph. 
flos-aquae (LMEYCA 088), Aph. gracile 

(LMECYA 009), Leptolyngbya sp. (LMECYA 079), 
A. platensis (SAG 85.79) e O. limosa (SAG 42.87) 
em S. saprophyticus URRA 867. 
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Avaliação de extratos (II) das cianobactérias D. 
spiroides (LMECYA 161), M. aeruginosa 
(LMECYA 050), P. agardhii (LMECYA 256), S. 
nidulans (LMECYA 236) e Nostoc sp. (LMECYA 
290) em E. faecalis ATCC 29212. 


