UFC

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE PESCA

CULTIVO E EXTRAGAO DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS

DA MICROALGA Spirulina platensis.

CRISTIANE FERREIRA DA SILVA

Monografia apresentada ao Departamento de
Engenharia de Pesca do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Ceara, como
parte das exigéncias para a obtengédo do titulo de

Engenheiro de Pesca.

FORTALEZA - CEARA - BRASIL
JANEIRO/2004



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceard
Biblioteca Universitéria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S579¢ Silva, Cristiane Ferreira da.
Cultivo e extracdo de polissacarideos sulfatados da microalga Spirulina platensis / Cristiane Ferreira da
Silva. — 2004.
24 f. il

Trabalho de Conclusio de Curso (graduacdo) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias
Agrérias, Curso de Engenharia de Pesca, Fortaleza, 20104.
Orientacdo: Prof. Dr. Wladimir Ronald Lobo Farias.

1. Engenharia de Pesca. 1. Titulo.
CDD 639.2




COMISSAO EXAMINADORA:

Prof. Wiadimir Ronald Lobo Farias, D. Sc.
Orientador/Presidente

Prof. Alexandre Holanda Sampaio, Ph.D.
Membro

Profa. Ana Liicia Ponte Freitas, D.Sc.
Membro

VISTO:

Prof. Moisés Almeida de Oliveira, D.Sc.
Chefe do Departamento de Engenharia de Pesca

Profa. Artamizia Maria Nogueira Montezuma, M. Sc.
Coordenadora do Curso de Engenharia de Pesca



ii

AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por me proteger € me auxiliar nos momentos mais
dificeis da minha vida.

Ao meu pai Antdnio Ferreira que mesmo ausente fisicamente esteve
presente nas minhas lembrancas em todos os dias vividos.

A uma mulher admiravel, minha mae Zilda que me ensinou a ser quem sou
e me proporcionou a alegria de concluir a faculdade. E a minha mée posti¢a, a tia
Ira.

A minha querida irma Helena e minhas sobrinhas lindas e amadas Priscila e
Patricia que sempre me deram forca.

Ao Prof. Dr. Wiadimir Ronald Lobo Farias pela orientacdo, paciéncia,
amizade e compreensao em todo momento.

Aos colegas que formam o grupo GEAMAR, em especial Glacio e Ariévilo.
Aos colegas que conviveram comigo durante o curso.

E a todos os meus professores que contribuiram diretamente para a minha
conclusao no curso de Engenharia de Pesca.



iii

SUMARIO paginas

Sumaério
Resumo
Lista de Figuras

1. INTRODUGAO
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencédo da microalga Spirulina platensis
2.2 Preparo do meio de cultivo
2.3 Montagem do experimento
2.4 Espectro de absorgdo
2.5 Acompanhamento do cultivo
2.6 Correlagdo entre absorbédncia e o nimero de
tricomas de S. platensis
2.7 Extracdo de polissacarideos sulfatados
2.8 Determinacgdo da atividade anticoagulante pelo teste do APTT
( Tempo de Ativagdo Parcial da Tromboplastina Ativada )
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Cultivo da microalga Spirulina platensis
3.2 Analise do espectro de absorcdo da microalga Spirulina platensis
3.3 Curva de crescimento de S. platensis expressa em absorbéancia
3.4 Relagao entre absorbéancia e o nimero de tricomas de S. platensis
3.5 Curva de crescimento da microalga Spirulina platensis
3.6 Extracao de polissacarideos sulfatados
4. CONCLUSOES
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

01
04
04
04
05
06
07

07
08

09
10
10

10

11

12

14
15
17
1"



v

RESUMO

A microalga Spirulina platensis, & cultivada mundialmente em diversos
laboratérios e fazendas de aquicultura. Esta microalga é facilmente cultivada e
possui uma concentragdo notavel de nutrientes, principaimente proteinas,
vitaminas e minerais, sendo utilizada como suplemento alimentar. Este trabalho
teve como objetivo, realizar o cultivo da microalga S. platensis em meio de cultivo
alternativo, preparado com sal grosso comercial, bicarbonato de sbodio e
enriquecido com fertilizantes agricolas NPK e superfosfato triplo, visando a
determinagdo da curva de crescimento do cultivo através de espectrofotometria e
a otimizagdo da extragdo de polissacarideos sulfatados da referida microalga.
Atualmente, a extracdo de moléculas biologicamente ativas desta microalga tem
despertado um grande interesse na area biomédica. Dentre essas moléculas, os
polissacarideos sulfatados se destacam, possuindo atividades antivirais,
imunomodulatérias e anticoagulante. Apesar do cultivo ser relativamente facil, é
necessaria a determinacdo de um meétodo mais rapido de acompanhamento do
crescimento das culturas, a fim de determinar 0 momento exato das repicagens ou
finalizagcdo do cultivo. Nesse trabalho, 0 acompanhamento do cultivo foi realizado
através de espectrofotometria, sendo o nimero de tricomas determinado através

de uma regressao linear entre os valores da absorbancia a 680 nm e o numero de
tricomas por mL.
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CULTIVO E EXTRAGAO DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS DA
MICROALGA Spirulina platenis.

CRISTIANE FERREIRA DA SILVA

1. INTRODUGAO

A microalga Spirulina platensis pertencente a divisdo Cyanophyta,
denominada como uma microalga fotossintética pluricelular, vem sendo cultivada
mundialmente em diversos laboratérios, por possuir uma série de atividades
biolégicas e pela grande facilidade no cultivo (COHEN et al, 1987). Esta foi a
primeira forma de vida fotossintética projetada pela natureza a 3,5 milhdes de
anos atras, nas aguas salgadas de alguns lagos.

A microalga €& constituida de 55-70% de proteinas, 15-25% de
carboidratos, 6-8% de lipidios, 7-13% de minerais, 3-7% de umidade e 8-10% de
fibras. Contém alta taxa de proteina vegetal e, mais de 60% da sua composi¢ao
quimica é totalmente digestivel. Esta microalga contém a concentracdo mais
notavel de nutrientes conhecida em qualquer alimento, planta, grdo ou erva.
Possui altas concentragbes de: B-caroteno, vitamina A, vitamina D, vitamina K,
vitamina B-12 (cuja fonte habitual € o tecido animal), ferro e tragos de minerais.
Possui ainda, entre outros componentes, o raro acido graxo essencial — acido
gamalinolénico (GLA), alta taxa de polissacarideos e a maioria dos aminoacidos
essenciais e nao-essenciais. Ha a preseng¢a, em alta concentragéo, dos pigmentos
caracteristicos da microalga, a ficocianina e aloficocianina (pigmento azul), como
também a presenca de clorofila (pigmento verde) e os carotenos (pigmentos
amarelos e vermelhos). Seu alto conteudo de proteina e a composicdo sem igual
de &cidos graxos e vitaminas sdo usadas como uma base para justificar seus
beneficios para a saude humana (SESHADRI, 1993).



As microalgas sdo uma fonte natural de alimento na cadeia alimentar de
peixes e muitos outros organismos (GIWOJNA, 1987). Muitos trabalhos tém sido
realizados com o objetivo de obter um alimento especifico que seja adequado as
exigéncias nutricionais para cada fase de desenvolvimento de diferentes
organismos. Alguns desses trabalhos relatam que essa microalga vem sendo
utilizada como suplemento alimentar, tanto para o homem (AVIGAD, 1997), como
para outros animais: camundongos, galinhas, camardes e peixes (HAYASH],
1996; QUERESHI, 1994; AVIGAD, 1997; NADEESHA, 2001).

Entre as maiores dificuldades no cultivo em massa de microalgas, destaca-
se a eficiéncia de um método para o acompanhamento detalhado do
desenvolvimento do cultivo € o0 emprego de um meio de cultura de baixo custo em
volumes consideraveis, que minimize a perda de biomassa por falta de nutrientes.
Um dos aspectos mais importantes na producdo de microalgas & a selegcéo
adequada dos meios de cultura, os quais devem conter todos os nutrientes
necessarios para o crescimento satisfatério dos organismos cultivados. O uso de
compostos organicos e inorganicos, como os fertilizantes agricolas apresentaram
bons resultados e custos menos elevados de cultivo e, conseqientemente, do
produto final. A microalga Spirulina platensis € considerada apropriada para o
cultivo em massa, podendo ser cultivada ao ar livre com acesso a agua salobra e
oceanica (KLEIN & GONZALEZ, 1983; OLIVEIRA & KOENING, 1984; ALFONSO
& NUNEZ, 1985; BUITRAGO, 1998).

Existem varios fatores que influenciam diretamente no crescimento das
microalgas. Os fatores ambientais mais importantes sdo a Iluz e,
conseqiientemente, a temperatura. A luz é extremamente necessaria porque a
microalga & um organismo fotossintético e que necessita de luz constante. Ja a
temperatura afeta as atividades metabdlicas e a disponibilidade de nutrientes.
Esses sdo os fatores que mais limitam a produgdo ao ar livre. Outro fator de
grande influéncia é a salinidade do meio de cultivo, pois causa um efeito direto
nao s no crescimento como na diminuigdo da biomassa (AVIGAD, 1997).

O crescimento da microalga Spirulina platensis no meio de cultivo e o efeito
desses fatores podem ser acompanhados através da técnica de



espectrofotometria, que analisa o comprimento de onda onde ha maior absorg¢éo
de luz pelos pigmentos caracteristicos da microalga em questdo, a ficocianina e a
aloficocianina.

Nos dultimos anos, varias moléculas biologicamente ativas, tém sido
extraidas das algas marinhas, tais como os polissacarideos sulfatados (FARIAS,
2000). Estes polissacarideos sdo macromoléculas carregadas negativamente,
formadas por unidades repetitivas de agucar. Estas moléculas possuem
atividades anticoagulantes, antitrombéticas (FARIAS et al, 2000; FARIAS et al,
2001) e imunoestimulantes (FARIAS et al, submetido).

A microalga S. platensis possui polissacarideos sulfatados com
atividade antiviral (HAYASHI ef a/, 1995) e imunomodulatéria (BOAJIANG, 1994),
além de estimular as células sangiiineas periféricas e o sistema homatopoiético
(CHENG-WU, 1994). Além disso, seus pigmentos (ficocianina) reduzem a
predisposicao para o desenvolvimento de células cancerosas (SEYAA, 2003).

Nesse estudo foi cultivada a espécie S. platensis, utilizando um meio de
cultura alternativo & base de fertilizantes agricolas, com o objetivo de determinar a
curva de crescimento através de espectrofotometria e otimizar a extracdo de
polissacarideos sulfatados da referida microalga.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao da microalga Spirulina platensis

As cepas da microalga S. platensis utilizadas neste estudo foram obtidas de
culturas existentes no Laboratério de Cultivo de Algas Marinhas (FIGURA 1), do
Departamento de Engenharia de Pesca, UFC.



FIGURA 1 : Sala de cultivo em laboratorio.

2.2. Preparo do meio de cultivo

O meio de cultivo utilizado para o experimento foi preparado com agua doce
pré-clorada, que foi obtida diretamente da torneira do laboratério. Inicialmente,
foram adicionados 30,0 g/L de sal grosso comercial e 10,0 g/L de bicarbonato de
sédio. Ap6s a completa dissolugéo dos sais, os fertilizantes agricolas superfosfato
triplo (0,1 g/L) e NPK (1,0 g/L) foram macerados e adicionados ao meio. Antes de
ser adicionado ao indculo, o meio foi devidamente aerado por 24 horas e
decantado (FIGURA 2).



AGUA PRE-CLORADA
U
ADIGAO DE SAL GROSSO COMERCIAL
U
ADIGAO DE BICARBONATO
U
ADIGAO DE NUTRIENTES
U
AERAGAO (24 hs)
U
DECANTACAO
U
CULTIVO

FIGURA 2: Preparo do meio de cultivo alternativo. >

2.3. Montagem do Experimento

Todo material utilizado no cultivo foi mantido numa bancada, com
iluminagao continua (sem fotoperiodo) fornecida por 2 lampadas fluorescentes de
40 watts. Vale salientar que estas mesmas condicdes de temperatura e
luminosidade foram mantidas durante todo o experimento, podendo ter havido
alguma variagdo em fungdo de uma eventual falta de energia.

Um in6culo de 400 mL foi utilizado para o inicio do cultivo. Nesta fase
inicial, o crescimento foi acompanhado visualmente pela intensidade da cor do
cultivo, sendo transferido para um erlenmeyer de 1 L, depois para um erlenmeyer
de 2 L, e, posteriormente, para um garrafdao de 7 L. Em seguida, o cultivo foi
transferido para garrafées de 14 L e finalmente foi filtrado, tanto para a obtencédo



de um novo in6éculo quanto para a extragcdo de polissacarideos
sulfatados (FIGURA 3).

INOCULO INICIAL (400 mL)
U
ERLENMEYER DE 1L
U
ERLENMEYERDE 2L
U
GARRAFAODE 7L
* Acompanhamento do cultivo
* Espectrofotometria ( Absorbancia a 680 nm)
* Contagem de microalgas
U
GARRAFOES DE 14 L
U
FILTRAGEM
S i
EXTRAGAO DE PGLISSACARIDEOS NOVO INOCULO
SULFATADOS

FIGURA 3: Fluxograma das etapas de cultivo da microalga.

2.4. Espectro de absorg¢do da microalga Spirulina platensis

A partir de uma amostra do cultivo de S. platensis foi realizado uma analise
do espectro de absorgédo, em espectrofotdmetro, com o objetivo de se obter o
comprimento de onda onde ocorre a maior absor¢ao da luz pelos pigmentos da
referida microalga. A analise do espectro de absor¢éo foi realizada numa faixa de
varredura de 400 nm a 700 nm.



2.5. Acompanhamento do cultivo

O acompanhamento detalhado do cultivo de S. platensis foi realizado em
garrafdes de 7 L. Nessa etapa, o acompanhamento do desenvolvimento da
microalga S. platensis foi realizado, em intervalos regulares (a cada 48 horas),
através do espectrofotometro, sendo utilizadas amostras de 1,0 mL para a leitura
no aparelho.

Em seguida, para cada valor de absorbancia determinado, foram tomadas
aliquotas de 5 pL, rigorosamente medidas com o auxilio de 1 pipeta HAMILTON,
nas quais foram procedidas contagens do numero de tricomas da referida
microalga, através da técnica de varredura da lamina.

Este procedimento foi realizado a fim de se estabelecer uma possivel
correlagdo entre absorbancia e o numero de células por mL. E, portanto,

expressar o desenvolvimento do cultivo de S. platensis, através do numero de
células por mililitro.

2.6. Correlagdo entre absorbéncia a 680 nm e o namero de tricomas de
Spirulina platensis

Os valores de absorbancia e respectivos valores de contagem de tricomas
foram utilizados para avaliar uma possivel correlagdo entre os mesmos. Para a
determinacdo do grau de correlagdo linear entre absorbadncia e 0 nuimero de

tricomas (5 pL), bem como a determinagdo da reta de regressdo linear, foi
utilizado o software Excell”.

2.7. Extragdo de polissacarideos sulfatados

Esse procedimento foi realizado no Laboratério de Bioquimica Marinha,
localizado no Departamento de Engenharia de Pesca. A microalga em estudo,
obtida apés a filtragem em tela de 60 um, foi seca ao sol por um periodo de 48
horas. Em seguida, 2 g do material seco foi hidratado com 60 mL de solugdo



tampéo acetato de sodio 0,1 M, com pH = 5,0 , contendo EDTA 5mM e cisteina
5mM. A digestdo foi realizada por 24 horas a 60 °C, com adigdo de 7 mL de
solugdo de papaina (30 mg/mL). Apdés a digestdo, o material foi filtrado,
centrifugado e depois adicionados 6,4 mL de uma solugdo de C.P.C. a 10% para
precipitagdo dos polissacarideos sulfatados. A mistura foi deixada em repouso
durante 24 horas a temperatura ambiente. Apbs este periodo, o material foi
centrifugado e lavado com 250 mL de uma solugéo de C.P.C. a 0,05%. Depois da
lavagem, o material foi novamente centrifugado e o “pellet” foi dissolvido em 115
mL de uma solugdo de NaCl 2M : etanol (100:15; v.v). Em seguida, foram
adicionados a mistura 121 mL etanol absoluto e o material ficou em repouso por
24 horas a 4°C. Apos a precipitacao dos polissacarideos sulfatados, o “pellet” foi
lavado duas vezes com 245 mL de etanol 80% e uma vez com 0 mesmo volume
do etanol absoluto. Finalmente, o material foi colocado na estufa a 60°C por 24
horas para a completa secagem dos polissacarideos ( FIGURA 4). O residuo da
fitragem foi submetido a novas incubacbes com o objetivo de otimizar o
rendimento.

SECAGEM DO MATERIAL AO SOL POR 24 HS

U
2 g DO MATERIAL SECO
U
HIDRATAGAO COM 60 mL DE ACETATO DE SODIO

(0,1 M; pH =5,0; EDTA 5mM+ CISTEINA 5 mM ) g
U E
DIGESTAO EM SOLUGAO PAPAINA ( 30 mg/ mL) >T<
POR 24 HS A 60 °C R
: :
FILTRAGEM A
SOBRENADANTE RESIDUO 2




CENTRIFUGAGAO
U
ADIGAO DE 6,4 mL de SOLUGAO
CPC 10% AO SOBRENADANTE
POR 24 HS A 28 °C
U
CENTRIFUGAGAO
U
LAVAGEM DO MATERIAL
COM 250 mL CPC 0,05 %
U
CENTRIFUGAGAO
U
DISSOLUGAO DO “PELLET” EM 115 mL DE SOLUGAOQ
NaCl 2M : ETANOL (100:15) + ETANOL ABSOLUTO
REPOUSO POR 24 HS A 4°C
U
2 LAVAGENS COM 245 mL de ETANOL 80%
U
1 LAVAGEM COM 245 mL DE ETANOL ABSOLUTO
U
SECAGEM NA ESTUFA A 60 °C POR 24 HS

FIGURA 4: Fluxograma da extragao de polissacarideos sulfatados.

2.8. Determinagédo da atividade anticoagulante pelo teste do APTT ( Tempo
de Ativacdo Parcial da Tromboplastina Ativada )

Para a realizagao deste teste, foi utilizado plasma humano citratado oriundo
de, pelo menos, 4 doadores. 100 uL de plasma humano foram incubados a 37 °C,
por 3 minutos, juntamente com 100 pL de cefalina ativada. Em seguida, foram
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adicionados 10uL de vérias solugdes (11, 8, 4, 2 mg/mL) do polissacarideos de S.
platensis, sendo a mistura deixada em banho-maria por mais um minuto. Em
seguida, foi adicionado a mistura 100uL de uma solugdo de cloreto de calcio
0,025M e cronometrado o tempo de coagulagao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Cultivo da microalga Spirulina platensis

O cultivo foi realizado usando um meio de cultura alternativo, constituido de
sal grosso comercial (30,0 g/L), NPK (1,0 g/L), superfosfato triplo (0,1 g/L) e
bicarbonato de sédio (10,0 g/L) preparado com agua doce pré-clorada. Apds 24
horas de aeracao constante, o pH se estabilizou em 9,6, a salinidade em 40 ppm,
a temperatura foi mantida em torno de 30 °C e a iluminagdo em 2.200 Lux.

3.2. Andlise do espectro de absorgdo da microalga Spirulina platensis

Através da analise do espectro de absor¢do (FIGURA 5), numa faixa de
varredura de 400 nm a 700 nm, foi possivel constatar a existéncia de dois picos
de maior absorgdo pelos pigmentos da microalga em questdo. O primeiro pico,
com menor comprimento de onda (604 nm) é relativo & absorgdo pelas xantofilas e
carotenos (pigmentos amarelo, vermelho e laranja). Entretanto, o pico de maior
importancia para o estudo em questdo foi o segundo com absorbancia 680 nm,
pois foi nesse comprimento de onda ocorre maior absorgdo pelos pigmentos
caracteristicos das cianoficias, como a ficocianina (pigmento azul) , da microalga
Spirulina platensis.
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FIGURA 6: Espectro de absor¢cao da microalga Spirulina platensis.

3.3. Curva de crescimento da microalga Spirulina platensis expressa em
valores de absorbéncia

Inicialmente, a curva de crescimento da microalga Spirulina platensis foi
expressa em valores de absorbancia a 680 nm (FIGURA 6). Anaisando o perfil da
curva de crescimento de S. platensis, foi possivel observar que houve uma nitida
fase de indugdo no inicio do cultivo, logo apés a repicagem, no 3° dia. A partir do
5° dia, o cultivo entrou em crescimento exponencial, o qual durou até o 15° dia. A
partir do 15° dia, a cultura entrou em fase de diminuigcdo do crescimento relativo.
Nesta fase, o aumento do nimero de células é limitado pela quantidade de
nutrientes presentes no meio de cultivo. Desta forma, a repicagem e filtragem das
microalgas sdo realizadas imediatamente, pois a partir desse momento a taxa de
mortalidade aumentara devido a uma maior competicdo por nutrientes e luz,
prejudicando a qualidade da microalga. Com base nesse fato foi feita a filtragem e
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a repicagem das microalgas no 20° dia, quando o cultivo foi mantido em garrafées
de 14 L.

07
06 -
£ 054
(1] -
8 04
| ]
03 1
02
0.1 T T L T T T 4 T L2
0 5 10 15 20 25
Dias de cultivo

FIGURA 6: Curva de crescimento da microalga Spirulina platensis em meio
de cultivo alternativo expressa na absorbancia de 680 nm.

3.4. Relagdo entre absorbédncia e nimero de tricomas da microalga
Spirulina platensis

A partir dos valores de absorbancia e respectivos valores da contagem dos
tricomas de S. platensis foi realizada uma andlise de correlagdo linear. Foi
verificada a existéncia de uma relagdo entre absorbancia (680 nm) e o nimero de
células em 5 uL de meio de cultura, cujo coeficiente da correlagéo “r’ foi de 0,9
~ para um nivel de significadncia de 95% (a = 0,05). Em seguida, foi realizada uma
regressao linear entre os valores de absorbancia e o numero dos tricomas (5ulL)
cuja equacgao resultante foi a seguinte y = 18,74 + 603,11 x , onde y = numero de
tricomas em 5 ul e x = absorbancia em 680nm (FIGURA 7).
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FIGURA 7: Reta de regressao linear obtida entre absorbancia a 680 nme o

n° de tricomas/ 5yl da microalga Spirulina platensis em meio de cultivo alternativo.

O numero de células em 5 pul, foi extrapolado para o nimero de tricomas
por ml, sendo obtida a seguinte equagdo y = 3748,6 + 120622,6 x , onde o y =
numero de tricomas por mL e x = absorbancia a 680 nm (FIGURA 8). A partir
desse momento, o acompanhamento da densidade celular no cultivo foi feito
através da leitura da absorbancia a 680 nm e, através da equagao de regresao,
obteve-se o numero de tricomas por mL.
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FIGURA 8: Reta de regressao linear obtida entre absorbancia a 680 nm e o

numero de tricomas/ mL da microalga Spirulina platensis cultivada em meio
alternativo.

3.5. Curva de crescimento da microalga Spirulina platensis

Com a determinacdo da relagdo entre absorbancia e o nimero de tricomas
por mL, obteve-se a curva de crescimento representada pela FIGURA 9.
Conforme foi mencionado anteriormente, a cultura entrou em fase de diminuicéo
do crescimento relativo no 15° dia( aproximadamente 60 x 102 tricomas/mL), sendo
a biomassa deste cultivo, filtrada em tela de malha 60 p. Parte do material obtido
da filtragem foi inoculado para continuagdo do cultivo, e a outra parte foi
congelada a -20 °C e em seguida, seca ao sol para a extracao de polissacarideos
sulfatados. O meio de cultivo, que foi filtrado nessa etapa, continha ainda tricomas
menores que, devido ao tamanho, passaram pela malha. Esse meio filtrado foi
reutilizado para a continuagé@o do cultivo. Dessa forma, o mesmo meio de cultivo
foi utilizado para duas producdes. Provavelmente, o autosombreamento causado
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pela alta densidade do cultivo foi o fator limitante para as microalgas nao
utilizarem todos os nutrientes na primeira producio.

tricomas / ml x 103

T T T L1 T T T
5 10 15 20 25

Dias de cultivo

o-

FIGURA 9: Curva de crescimento da microalga Spirulina platensis em meio
de cultivo alternativo expressa em namero de tricomas /mL x 10 ™3,

3.6. Extracdo de polissacarideos sulfatados

Mediante o processo de extracdo realizado, conforme mencionado
anteriormente, foi observado a presenga de polissacarideos sulfatados na
microalga Spirulina platensis cultivada em laboratério. A partir de 2 g do material
seco, foram obtidos os resultados descritos abaixo.

N° de incubagdes Polissacarideos sulfatados em mg
1° 54
2° 59
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3° 61
4° 39
5° 37
6° 34
i 35
8. 31
8° 24

Os maiores rendimentos alcancados na extracdo de polissa,barideos
sulfatados foram nas trés primeiras incubagbes realizadas com a microalga, sendo
provavelmente o numero ideal de extragdes. As outras incubacdes obtiveram
pouca diferenca entre os rendimentos obtidos. Estes polissacarideos sulfatados
foram utilizados para ensaios de atividade anticoagulante, apresentando uma
baixa atividade, quando comparada com atividades obtidas para os
polissacarideos sulfatados de outras fontes testadas ( FIGURA 10).

200
®  Heparina
® Dermatam sulfato
230 A Spirulina platensis
v Botryocladia occidentalis
—~ 200
o8
@£
E 1504
o
<
100
. A//
0 +rr———— T
0,001 0,01 01 1 10
Pdlissacarideos (mg/mL)

FIGURA 10: CurvaS de atividade anticoagulante ( APTT ) de
polissacarideos sulfatados.



17

4. CONCLUSOES

A microalga Spirulina platensis obteve um excelente desenvolvimento no

meio de cultura a base de sal grosso comercial e de fertilizantes agricolas,
NPK e superfosfato triplo. A uma temperatura média de 30°C e iluminagéo
continua de 2.200 Jux.

e O estabelecimento de uma correlagdo entre absorbancia a 680 nm e o
numero de tricomas por mL de Spirulina platensis possibilitou o
acompanhamento do cultivo através de espectrofotometria.

e Os maiores rendimentos da extracdo de polissacarideos sulfatados da
microalga S. platensis, obtidos nesse trabalho, foram nas trés primeiras
incubagoes.

e A microalga Spirulina platensis,cultivada em laboratério, produz
polissacarideos sulfatados que possuem uma baixa atividade
anticoagulante.
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