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CULTIVO DE MICRO E MACROALGAS MARINHAS
EM CONDIGOES CONTROLADAS, E EXTRAGAO DE
POLISSACARIDEOS SULFATADOS

Cultivation of micro and macroalgae under controlled
conditions, and extraction of sulfated polisaccharides
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RESUMO

As algas marinhas sdo organismos de fundamental importancia para a manutengdo da vida, pois sdo responsdveis pela maior
parte de oxigénio do planeta. Sio utilizadas amplamente nas indiistrias alimenticias, de cosméticos, firmacos e com o desenvolvimento
da biotecnologia é cada vez maior o interesse da comunidade cientifica em estudd-las. O presente trabalho objetivou avaliar o cultivo,
em condicoes controladas, e a extragio de polissacarideos sulfatados (PS) de algumas espécies de micro e macroalgas marinhas. O
cultivo das microalgas foi realizado a partir de espécies mantidas em um cepdrio, enquanto que as macroalgas foram coletadas no
ambiente natural. As curvas de crescimento das microalgas se comportaram de maneira semelhante, jd nas macroalgas, a espécie Ulva
lactuca apresentou a maior taxa de crescimento relativo (19,56 %.d™") seguida das espécies Ulva fasciata, Porphyra acanthophora
e Gracilaria caudata (10,7; 9,6 € 4,9%.d). Com relagio a extragio de PS das microalgas, as espécies S. platensis, T. gracilis e
Dunaliella sp. apresentaram rendimentos de 8,7; 5,2 e 2,0%, respectivamente. Com relacdo as macroalgas H. pseudofloresia, S.
filiformes, S. schroederii, C. feldmannii, G. caudata, L. variegata, C. racemosa e C. sertularioides apresentaram rendimentos
de 47,14; 43,4; 38,4; 36,2; 31,5, 28,4; 13,0 e 7,10%, respectivamente. Assim, foi possivel extrair PS de todas as algas utilizadas, mas
também foi observada uma grande variagio no rendimento dessas moléculas entre as espécies estudadas.

Palavras-chaves: algas marinhas, extrato, polissacarideos, rendimento.

ABSTRACT

Marine algae are organisms of great importance for life maintenance, therefore they are responsible for most of the oxygen-
consumption in the Earth. They are widely used in food industries, of cosmetics and medicines and, granting the biotechnology
development, the scientific community interest in studying them is on the increase. The present work aims to evaluate cultivation
under controlled conditions and extraction of sulfated polisaccharides (SP) of some micro and macroalgal species. Microalgae farming
was carried out from species maintained in a ceparium, while macroalgae species were collected in the natural environment. In
general, microalgae growth curves showed similar trends, while the macroalga Ulva lactuca presented the highest relative growth rate
(19.56% d) followed by Ulva fasciata, Porphyra acanthophora and Gracilaria caudata (10.7; 9.6; and 4.9%.d™). SP extration
from microalgae showed that Spirulina platensis, Tetraselmis gracilis and Dunaliella sp. presented yields of 8.7; 5.2 and 2.0%,
respectively. With regard to macroalgae H. pseudofloresia, S. filiformis, S. schroederii, C. feldmannii, G. caudata, L. variegata,
C.sertularioides and C.racemosa, yields of 47.14; 43.4; 38.4; 36.2; 31.5; 28.4; 13.0 and 7.10%, respectively, were obtained. Thus,
it was possible to extract SP from all utilized species, mainly macroalgae, but a great yield variation of these molecules between the
studied species was observed.

Key words: marine algae, polysaccharides, extract, yield.
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INTRODUCAO

As algas pertencem ao reino vegetal, sendo
classificadas de acordo com suas caracteristicas mor-
folégicas e fisiologicas, exercendo importante papel
no meio ambiente. As macroalgas sdo agrupadas
em trés divisdes Chlorophyta (algas verdes), Phaeo-
phyta (algas pardas ou marrons) e Rhodophyta (al-
gas vermelhas) (Joly, 1965).

Tanto as macro como as microalgas mari-
nhas apresentam os polissacarideos, que sdo po-
limeros lineares presentes nos vegetais, desempe-
nhando papel como reserva energética e estrutural
(Lehninger, 1976).

Nas ultimas décadas, muitos polissacaride-
os foram isolados de plantas, fungos, cogumelos, e
organismos marinhos. Dentre estes polimeros, des-
tacam-se os glicosaminoglicanos, heteropolissacari-
deos constituidos de unidades alternadas de hexo-
samina e outro agtcar ndo aminado. Sdo substancias
encontradas em altas concentragbes no tecido con-
juntivo, principalmente como componentes da ma-
triz extracelular (Heinegard & Oldberg, 1989; Aqui-
no el al., 2005).

Os polissacarideos sulfatados das macroalgas
marinhas apresentam importantes atividades biolo-
gicas que incluem anticoagulante, através da inibi-
¢do de trombina (Hayakawa et al., 2000; Matsubara
et al., 2001; Pengzhan et al., 2003), antitrombotica
(Farias et al., 2001), antihepatot6xica (Rao et al., 2004)
e antioxidante (Zhang ef al., 2003). Eles também sdo
conhecidos por aumentar a resisténcia contra o vi-
rus do herpes simples tipo I e II (Mazumder et al.,
2002; Talarico et al., 2004) e da dengue (Talarico et
al., 2005). O presente trabalho objetivou avaliar o cul-
tivo, em condigdes controladas, e a extracdo de po-
lissacarideos sulfatados (PS) de algumas espécies de
micro e macroalgas marinhas.

MATERIALE METODOS

Micro e macroalgas

As microalgas Thalassiosira fluviatilis, Spirulina
platensis, Tetraselmis gracilis e Dunaliella sp., e as ma-
croalgas Ulva lactuca, Ulva fasciata, Gracilaria caudata,
Porphyra acanthophora, Hypnea musciformis e Brotryo-
cladia occidentalis foram cultivadas no Laboratério
de Planctologia do Departamento de Engenharia de
Pesca da Universidade Federal do Ceara.

Preparo do meio de cultivo e

delineamento experimental

Para S. platensis o meio de cultivo foi prepara-
do com 4gua doce pré-clorada, com 30,0 g.L! de sal

comercial e 10,0 g.L* de bicarbonato de sédio. Ap6s
a completa dissolugdo desses sais, os fertilizantes
agricolas superfosfato triplo (0,1 g.L') e NPK (1,0
g.L'1) foram macerados e adicionados & mistura.

Para o cultivo das demais microalgas, foi uti-
lizada dgua do mar artificial autoclavada a 121 °C
durante 30 minutos e enriquecida com meio Guillard
f/2 modificado (GUILLARD, 1975).

As microalgas T. gracilis, T. fluviatilis e Duna-
liella sp. foram cultivadas a partir de um volume de
20 mL em um erlenmeyer de 250 mL, no qual, a cada
dois dias, foi acrescentado aproximadamente o mes-
mo volume de meio de cultura esterilizado. Com o
aumento da intensidade do cultivo, os mesmos fo-
ram transferidos para recipientes de 3 L. A partir
deste momento a cultura passou a ser submetida a
uma aeragdo constante e ilumindncia de aproxima-
damente 1.000 lux. O acompanhamento dos cultivos
foi realizado a partir de espectofotometria a 680 nm
para T. gracilis, Dunaliella sp. e S. platensis, e a 700
nm para a T. fluviatilis, bem como por contagem de
células (em camara de Neubauer). Os dados obtidos
foram utilizados para tragar a curva de crescimento.

O cultivo da cianoficea S. platensis partiu de um
inoculo de 400 mL em um erlenmeyer de 1 L, sendo
posteriormente transferido para um garrafdo de 7 L,
onde foi realizado o acompanhamento da mesma ma-
neira do descrito para as outras microalgas.

Coleta das macroalgas e delineamento

experimental

As macroalgas foram coletadas na praia do
Pacheco, Caucaia-CE, com excegdo da P. acanthopho-
ra que foi coletada na praia de Sabiaguaba-CE. Apés
a coleta, o material foi acondicionado em uma caixa
de isopor contendo dgua do mar e imediatamente
conduzido ao laboratério. Em seguida, foram sele-
cionadas trés pequenas porcdes do talo (apices) de
cada espécie. No caso da P. acanthophora foram se-
lecionados trés frondes. Essas plantulas foram lava-
das com meio de cultivo esterilizado, e em seguida,
foram colocadas em um erlenmeyer com capacidade
para 1 L. Os explantes foram cultivados com aeragao
e iluminacdo fornecida por luz fluorescente branca
“grow lux”, sendo o fotoperiodo de 16 h de claroe 8 h
de escuro.

Para o preparo do meio de cultivo, foi adicio-
nado a dgua do mar artificial nitrato de sédio (0,06
g.L1), nitrato de amoénio (0,03 g.L7) e superfosfato
triplo (0,01 g.L'). Em seguida, a 4gua foi aerada por
24 horas para estabilizar o pH, sendo utilizado 600
mL em cada cultivo. Assim, o pH estabilizou em 8,4
e a salinidade em 38%o. O meio de cultivo e as vidra-
rias foram esterilizados através do uso de radiagdo
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ultravioleta por vinte minutos e as pedras de areagdo
em um esterilizador a 100°C por 20 minutos.

Acompanhamento do cultivo das

macroalgas

O acompanhamento dos cultivos das macro-
algas foi realizado através de pesagens semanais em
uma balanca semi-analitica em triplicata. Apés as
pesagens, foi realizada a troca do meio de cultivo e
lavagem dos explantes. O acompanhamento do cres-
cimento das algas foi realizado através da determi-
nacdo da Taxa de Crescimento Relativo - TCR (Glenn
et al., 1998).

Extracdao dos PS

As macroalgas Spatoglossum schroederii, Lobo-
phora variegata, Caulerpa racemosa, Caulerpa sertula-
riodes, Gracilaria caudata, Solieiria filiformes e Cham-
pia feldmannii foram coletadas na praia do Pacheco,
Caucaia, CE e a macroalga Halymenia pseudofloresia
foi obtida na praia de Fleixeiras, Trairi-CE. Ap6s a
retirada das epifitas, fauna acompanhante e lavagem
com agua destilada as algas foram secas em estufa
com circulagdo de ar na temperatura de 40°C por 24 h
para a extragdo dos polissacarideos sulfatados.

A biomassa das microalgas T. gracilis e Duna-
liella sp. e a cianoficea S. platensis foi obtida através
de centrifugacdo dos cultivos (3.500 x g; 15 min; 4
°C). Em seguida, o material foi lavado com &4gua
destilada e, posteriormente liofilizado. Para a S. pla-
tensis, o volume final do cultivo (14 L), foi filtrado
em uma tela de 60 um e depois seco ao sol por um
periodo de 48 h.

Para a extragdo dos PS totais, inicialmente, 2 g
de cada espécie foram hidratados com 100 mL de
tampao acetato de sédio 0,1 M; pH 5,0 + cisteina
5 mM + EDTA 5 mM e submetidos a digestdo enzi-
matica com papaina (30 mg/mL), seguida de uma
primeira precipitacdo dos polissacarideos sulfatados
com CPC a 10% e outra com etanol absoluto, como
detalhadamente descrito em Farias et al. (2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Microalgas

A curva de crescimento das microalgas foi ex-
pressa em valores de absorbancia a 680 nm para as
espécies Tetraselmis gracilis, Dunaliella sp. e Spirulina
platensis, e em 700 nm para a espécie Thalassiosira
fluviatilis (Figura 1), e em nimero de células (N° de
cel(s) x 10%) (Figura 2).

Como podemos observar, a microalga Duna-
liella sp. apresentou uma nitida fase de inducao até
o terceiro dia, ap6s o inicio do cultivo. A partir do
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terceiro dia, o cultivo entrou em crescimento expo-
nencial, o qual se prolongou até o quinto dia. Do
quinto ao sétimo dia, 0o mesmo passou para a fase de
diminuicdo do crescimento relativo.
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Figura 1 - Curvas de crescimento das microalgas cultivadas, ex-
pressas em valores de absorbancia.
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Figura 2 - Curvas de crescimento das microalgas cultivadas, ex-
pressas em nimero de células.

Para a cianoficea Spirulina platensis, houve
uma nitida fase de inducao no inicio do cultivo, logo
apo6s a repicagem, no terceiro dia. A partir do quinto
dia, o mesmo entrou em crescimento exponencial, o
qual durou até o décimo quinto dia. A partir deste
dia, a cultura entrou em fase de diminuicao do cres-
cimento relativo.

Com relagdo a microalga Tetraselmis gracilis,
foi possivel observar que praticamente ndo houve



uma fase de indugdo, com o cultivo entrando logo
em crescimento exponencial. No entanto, o cultivo
apresentou um primeiro decréscimo na taxa de cres-
cimento relativo do quinto ao décimo terceiro dia e,
logo em seguida, um segundo decréscimo a partir
do décimo terceiro dia. No vigésimo quarto dia de
cultivo, foi realizada a centrifugagdo das microalgas,
pois a partir desse momento o mesmo poderia en-
trar, rapidamente, na fase estaciondria.

Finalmente, a espécie Thalassiosira fluviatilis
apresentou uma fase de indu¢do um pouco mais
longa (do primeiro ao quinto dia). Em seguida, o
cultivo apresentou um ligeiro crescimento exponen-
cial, o qual foi interrompido, provavelmente, devido
as quedas de energia, o que resultou em uma nova
fase de inducao, a partir do oitavo dia. No entanto,
esta fase durou até o décimo terceiro dia. Em se-
guida, o mesmo voltou a entrar em fase exponencial
de crescimento (até o décimo quinto dia). Apds esse
momento, o cultivo entrou na fase de diminuicado do
crescimento relativo. De um modo geral, as curvas
de crescimento das microalgas se comportaram de
maneira semelhante.

Segundo Pelczar (1996), a primeira fase em
um cultivo estacionario é a fase lag ou espera, onde
o crescimento da cultura é minimo, devido a uma
adaptacdo fisiologica as novas condigdes de cultivo.
A segunda fase é chamada de exponencial, ou fase
log, na qual ocorre uma duplicagdo do ntimero de
células em intervalos regulares de tempo. Nesta fase,
as microalgas estdo bem adaptadas ao meio, sendo
este periodo considerado o momento ideal para a
transferéncia das culturas (repicagem) e/ou extra-
¢do de compostos biolégicos, pois as células estdo
em seu melhor momento fisiolégico. Se ndo houver
a transferéncia da cultura, o cultivo entra na terceira
fase que é a de diminui¢do do crescimento relativo,
no qual o aumento do numero de células é limitado,
principalmente pela escassez de nutrientes. Em se-
guida, a cultura entra na fase estaciondria onde
ocorre um equilibrio entre as taxas de crescimento
e mortalidade, ndo havendo incremento liquido no
numero de células. Apods esta fase, o cultivo declina
completamente com a taxa de mortalidade superan-
do a taxa de crescimento da cultura.

Macroalgas

De acordo com os resultados obtidos, as ma-
croalgas Hypnea musciformis e Brotryocladia occiden-
talis ndo apresentaram crescimento, principalmente
em temperaturas elevadas (33-36 °C). Quando a es-
pécie Hypnea musciformis foi cultivada a 30 °C, hou-
ve um discreto desenvolvimento das plantulas. Em
ambas as algas, ap6s a introdugdo do fotoperiodo e

sombreamento dos erlenmeyers, as plantulas man-
tiveram sua pigmentagdo original durante 72h para
a macroalga Brotryocladia occidentalis e durante toda
a primeira semana de cultivo para a espécie Hypnea
musciformis; no entanto ndo houve crescimento das
mesmas.

A Figura 3 mostra as taxas de crescimento
relativo das macroalgas Ulva lactuca, Ulva fasciata,
Gracilaria caudata e Porphyra acanthophora. De acordo
com a figura, podemos observar que a espécie Ulva
lactuca apresentou a maior taxa de crescimento re-
lativo, 19,56% d, seguida da espécie Ulva fasciata,
10,7%.d, da espécie Porphyra acanthophora, 9,6% d!
e da espécie Gracilaria caudata, 4,9% d. Esta espécie
possui taxa de crescimento relativo bem inferior do
que as demais espécies cultivadas em dgua do mar
artificial.
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Figura3-Taxas decrescimentorelativo das macroalgas Ulva lactuca,
Ulva fasciata, Gracilaria caudata e Porphyra acanthophora cultivadas
sob condi¢des controladas.

De um modo geral, as macroalgas de talo foli-
aceo expandido (Ulva lactuca, Ulva fasciata e Porphyra
acanthophora) apresentaram taxas de crescimento bem
maiores que as espécies de talo cilindrico (Gracilaria
caudata). Este fato ocorreu, provavelmente, devido ao
maior aproveitamento da luz pelas espécies de talo
folidceo, ja que existe, nestas algas, uma maior area
de superficie exposta a luz. Por outro lado, ndo des-
cartamos a hipétese de falta de algum componente
vital para o crescimento das algas cilindricas nessas
condigdes de cultivo (ARAUJO, 2003).

Polissacarideos sulfatados extraidos
No processo de extracdo dos polissacarideos
sulfatados das macroalgas marinhas, foram realiza-
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das diferentes quantidades de extracdes para as mes-
mas, com a finalidade de maximizar o rendimento.
Com excecdo da espécie G. caudata, que foi realizada
apenas uma extragdo, ja que em trabalhos anteriores,
esta espécie ndo apresentou rendimentos significati-
vos a partir da segunda extragdo. A Figura 4 mostra
o rendimento (g) por extragdes, dos polissacarideos
sulfatados das macroalgas marinhas utilizadas nesse
estudo. De acordo com a figura, a espécie G. caudata
apresentou um rendimento de 31,5%. As espécies H.
pseudofloresia, S. filiformes, S. schroederii e C. sertula-
rioides, foram submetidas a trés extragdes, o que re-
sultou em um rendimento total de 47,14; 43,4; 38,4
e 7,10%, respectivamente, apresentando um rendi-
mento decrescente.
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Figura 4 - Rendimento (g) por extracao, dos polissacarideos sul-
fatados das macroalgas marinhas C. racemosa, C. sertularioides, C.
feldmannii, S. filiformis, H. pseudofloresia, G. caudata, L. variegata e
S. schroederii.

Ainda de acordo com a figura, foram realiza-
das quatro extracdes para as macroalgas C. feldmannii
e C. racemosa, onde os resultados apresentaram um
rendimento de 36,2 e 13,0%, respectivamente. Para
a primeira espécie, o rendimento foi crescente entre
a 1% e a 2% extracao e decrescente da 3* para a 4° Ja
na segunda espécie, os resultados mostraram que os
rendimentos obtidos a cada extracdao foram decres-
centes. Para a espécie L. variegata, foram executadas
cinco extragdes, obtendo assim, um rendimento total
de 28,4%. Além disso, a 3% e a 4° extragdes apresenta-
ram os maiores rendimentos.

Com rela¢do as microalgas, para as espécies
T. gracilis e Dunaliella sp. foram realizadas apenas
uma extrac¢do, sendo os rendimentos de 5,2 e 2,0%,
respectivamente. Entretanto, para a S. platensis fo-
ram realizadas trés extragdes, onde os rendimentos
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foram crescentes ao longo das extragdes, totalizando
um rendimento de 8,7% (Figura 5).
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Figura 5 - Rendimento (g) por extracao, dos polissacarideos sul-
fatados das microalgas marinhas, T. gracilis e Dunaliella sp., e da
cianoficea S. platensis.

Em trabalhos envolvendo a extracao de polis-
sacarideos sulfatados de algas marinhas, os extratos
brutos obtidos da alga vermelha Gracilaria cornea
(Melo et al., 2002) e da alga parda Sargassum polycys-
tum (Chotigeat et al., 2004) apresentaram rendimen-
tos de 21,4 e 22,3%, respectivamente. Segundo os tra-
balhos, existe uma grande variagdo nos rendimentos
de PS extraidos de algas marinhas devido, tanto ao
emprego de diferentes quantidades metodologias de
extracdo como a utilizacao de diferentes espécies.

Como se pode observar, o aumento ou dimi-
nuic¢do do rendimento no decorrer das extracdes de-
pende da espécie de alga utilizada, sendo que a maio-
ria das espécies apresentou um rendimento decres-
cente, excetuando as macroalgas C. feldmannii e L. va-
riegata, e a cianoficea S. platensis que desenvolveram
um rendimento crescente. Este resultado foi também
observado por Pereira et al. (2006), ap6s estudo com
uma espécie do género Sargassum pertencente a divi-
sao Phaeophyta.

CONCLUSOES

Com a realizacao deste trabalho, podemos
concluir que, de um modo geral, as curvas de cres-
cimento das microalgas se comportaram de maneira
semelhante.

No cultivo das macroalgas, a espécie Ulva
lactuca apresentou uma taxa de crescimento relativo
mais elevado (19,56% d') comparado com as espé-
cies Ulva fasciata, Porphyra acanthophora e Gracilaria
caudata (10,7; 9,6 e 4,9%.dY), respectivamente, por



possuir talo folidceo expandido, observando maior
aproveitamento de luz.

A otimizacdo do rendimento de polissacaride-
os sulfatados, a partir do mesmo residuo inicial, pelo
emprego da técnica das extragdes sucessivas, demons-
trou-se bastante eficiente, principalmente para as es-
pécies que apresentaram rendimentos crescentes.

Espécies pertencentes a diferentes divisoes
apresentaram resultados variados no decorrer das
extracOes. Entretanto, as algas pertencentes a divisdo
Rhodophyta apresentaram os maiores rendimentos,
fato este que pode ser atribuido a alta concentragdo
das carragenas e dos agares, que sdo PS de alto peso
molecular caracteristicos desta divisdo, enquanto
que as espécies representantes da divisdao Chloro-
phyta exibiram os menores rendimentos.

Por fim, as microalgas apresentaram rendi-
mentos bem inferiores que os apresentados pelas
macroalgas.
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