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RESUMO 

Polissacarídeos sulfatados (PS) são polímeros complexos que têm despertado interesse 

na área biotecnológica. Objetivou-se extrair, fracionar e purificar os polissacarídeos 

sulfatados totais (PST) da microalga Chlorella vulgaris produzida a partir da 

biorremediação de efluente gerado pelo cultivo de tilápia do Nilo (Oreochromis 

niloticus). A extração enzimática foi através de cisteína 5mM, em tampão acetato de sódio 

0,1 M, pH 5,0, contendo 5 mM de EDTA. Após isso, os PS foram precipitados utilizando 

volumes crescentes de álcool e, posteriormente, fracionados em cromatografia de troca 

iônica (DEAE-Sepharose) usando diferentes concentrações de NaCl. No fracionamento, 

foram obtidas 3 frações polissacarídicas majoritárias com atividade metacromática (0,9, 

1,2 e 1,6 M). A biomassa de C. vulgaris produzida em efluente gerado pela psicultura, 

possui polissacarídeos sulfatados que podem ser usados na indústria. 

 

Palavras-chave: Carboidratos, Fração polissacarídica, Biorremediação, Chlorophyta.  

 

ABSTRACT 

Sulphated polysaccharides (SP) are complex polymers that have aroused interest in the 

biotechnological area. The objective was to extract, fractionate and purify the total 

sulfated polysaccharides (PST) of the microalgae Chlorella vulgaris produced from the 

bioremediation of effluent generated by culture of tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus). 

The enzymatic extraction was done through 5mM cysteine, in 0.1 M sodium acetate 

buffer, pH 5.0, containing 5 mM EDTA. After that, the SP was precipitated using 

increasing volumes of alcohol and, subsequently, fractionated in ion-exchange 

chromatography (DEAE-Sepharose) using different concentrations of NaCl. In 

fractionation, 3 major polysaccharide fractions with metachromatic activity (0.9, 1.2, and 

1.6 M) were obtained. The biomass of C. vulgaris produced in effluent generated by 

pisciculture has sulfated polysaccharides that can be used in industry. 

 

Keywords: Carbohydrates, Polysaccharides fraction, Bioremediation, Chlorophyta.  

 

1 INDRODUÇÃO 

Os polímeros de carboidratos sulfatados, também chamado de polissacarídeos 

sulfatados (PS), são moléculas carregadas negativamente por apresentar grupos hidroxilas 

substituídas por radicais sulfatos. Esses compostos são encontrados em bactérias, 

animais, plantas, macroalgas e microalgas (CÁSSARO; DIETRICH, 1977; AQUINO et 

al., 2005; RAPOSO et al., 2013; VASCONCELOS et al., 2015; dos SANTOS et al., 2019) 
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e possuem grande interesse na indústria alimentícia, farmacêutica e biomédica, tendo em 

vista as suas propriedades espessantes, estabilizantes, emulsificantes (PRAJAPATI et al., 

2014) e atividades biológicas, incluindo anticoagulante, antiviral, imunoestimulante, 

antioxidante e antitumoral (RAPOSO et al., 2015).    

A literatura reporta muitos estudos quanto ao potencial de PS encontrados nas 

macroalgas, principalmente na área médica  (AMORIM et al., 2012; SHI et al., 2013; 

KOLSI et al., 2016; WU et al., 2016), entretanto a extração das mesmas pode gerar 

impactos na vida marinha e causar uma diminuição do recurso em seu banco natural 

(SOUZA, 2011).  

Por outro lado, as microalgas apresentam vantagem devido a facilidade de cultivar 

e a colheita não depender do clima ou da estação. Logo, têm sido alvo de estudos para 

extração de PS como verificado nas espécies Chorella stigmatophora (GUZMAN et al., 

2003), Porphyridium sp (GERESH; ARAD, 1991), Tetracelmis gracilis e Dunaliella sp. 

(ARAÚJO, 2009), Arthospira platensis (RADONIC et al., 2010), Navicula sp. 

(FIMBRES-OLIVARRIA et al., 2018), Dixoniella grisea e Porphyridium aerugineum 

(LIBERMAN et al., 2020). 

A aquicultura é uma atividade em expansão e apesar de gerar benefícios 

econômicos, é potencial poluidor devido produzir efluentes ricos em nutrientes, 

principalmente, compostos nitrogenados e fosfatados (AHMED; THOMPSON, 2019). 

Entretanto, estes efluentes são ideais para o cultivo de microalgas, que são capazes de 

utilizá-los em sua nutrição e crescimento através de seus processos fisiológicos 

(LOUREÇO, 2006). 

O presente trabalho teve como objetivo extrair, fracionar e purificar os PS da 

biomassa seca da microalga C. vulgaris produzidas a partir da biorremediação de efluente 

piscícola de O. niloticus em sistema aberto e cultivo semicontínuo. 

 

2 METODOLOGIA 

2.1 CULTIVO E OBTENÇÃO DA BIOMASSA  

A cepa de C. vulgaris foi cultivada em meio de cultura Guillard f/2, segundo 

Lourenço (2006). Em condições laboratoriais foi adaptada ao meio orgânico em 

biorreatores (1 L → 2 L → 5 L → 14 L → 28 L e 56 L). Em seguida, passou para um 

cultivo outdoor em tanques de 1.000 L (em triplicata, Figura 1), utilizando volumes 

intermediários (250 → 500 L), onde neste sistema de produção foi utilizado efluente 

gerado pelo cultivo de O. niloticus, ou seja, a biomassa produzida é oriunda de processo 
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de biorremediação. A biomassa foi separada do meio de cultivo utilizando uma tela de 

nylon, e em seguida, seca em estufa com circulação de ar. 

 

 

Figura 1 - Cultivo de C. vulgaris em efluente de O. niloticus em biorreator e sistema controlado (A) e 

sistema aberto e cultivo semicontínuos (B). 

 
 

2.2 EXTRAÇÃO E FRACIONAMENTO DE POLISSACARÍDEOS SULFATADOS  

A extração dos PST foi realizada conforme a metodologia descrita por Farias et 

al. (2000) com algumas modificações, onde 2 g de biomassa seca que foram hidratadas 

em tampão acetato de sódio 0,1 M + 5 mM de cisteína + 5 mM de EDTA, pH 5,0 e, 

posteriormente, incubadas com papaína bruta (30 mg/mL) em banho-maria a 60 °C por 

24 h. Após a digestão enzimática a mistura foi filtrada, centrifugada (756 x g; 5 min) e 

adicionados ao sobrenadante volumes crescentes de álcool etílico absoluto (2:1 v/v) 

permanecendo em repouso para a precipitação dos PST, por um período de 24h a 4°C. 

Logo após a precipitação, a mistura foi centrifugada e as amostras foram, congeladas, 

liofilizadas e quantificadas. 

Os PST foram fracionados em coluna de troca iônica DEAE-Sephaore acoplada a 

um coletor de frações. A coluna foi equilibrada com o tampão de extração, aplicado uma 

solução de PST (1 mg.mL-1) e eluída com soluções contendo concentrações crescentes de 

NaCl (0,30; 0,60; 0,90; 1,20; 1,50; 1,80; e 2,1 M). O fluxo da coluna foi ajustado em 1 

mL.min-1 e coletadas frações de 1 mL. A presença dos PS nas frações foi evidenciada 
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pela reação metacromática com azul dimetil-dimetileno (DMB) segundo Farndale et al. 

(1986). O conteúdo de carboidrato total nas frações foi determinado pelo método do 

fenol-ácido sulfúrico (DUBOIS et al., 1956).   

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O rendimento de PST obtido da microalga C. vulgaris cultivada em efluente foi 

de 0,307g ou 15,03 %, mostrando-se acima da média quando comparado com microalgas 

cultivadas em volumes menores e sob condições controladas. Araújo et al. (2009) 

extraíram os PS de Dunaliella sp. produzida em meio Guillard f/2 e obteve um rendimento 

de 2,0 %. Já Cruz et al. (2011) obteve um rendimento médio de 2,0% de PS extraídos de 

Chaetoceros muelleri cultivada em iluminação e aeração constantes. Fimbres-Olivarria 

et al. (2018) cultivando Navicula sp. em meio "F" de Guillard e Ryther (1962), utilizando 

os comprimentos de ondas branco, vermelho e azul, obtiveram taxas de rendimento de 

3,4, 3,9 e 4,4 % respectivamente.  

O fracionamento mostrou três frações majoritárias eluídas com 0,9, 1,2 e 1,6 M 

de NaCl. As frações apresentaram uma baixa quantidade de carboidratos totais quando 

submetidas ao teste de DUBOIS, porém uma considerável metacromasia (Figura 2).  

 

Figura 2. Cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE-Sepharose equilibrada e eluída com tampão 

acetato de sódio 100 Mm, pH 5, contendo cisteína e EDTA 5 Mm, e perfil de carboidratos totais dos 

polissacarídeos sulfatados extraídos da microalga C. vulgaris. 

 
 

Os PS de microalgas podem ser fracionados e purificados utilizando matrizes 

trocadoras aniônicas. Guzmán, Gato e Calleja (2003) fracionaram os PS das microalgas 
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Chlorella stigmatophora e Pheodactylum tricornutum em coluna de DEAE-Celulose 

eluída com KCl. Andrade et al. (2009) fracionou os PS de microalgas de água doce em 

coluna de DEAE-Celulose resultando em cinco frações com atividade metacromática.  

Baseado nos resultados obtidos, existe a possibilidade de aumentar a 

metacromasia e teor de carboidratos totais dos PS obtidos desta microalga, com base na 

mudança das diferentes condições de cultivo, já que a literatura reporta que a 

disponibilidade de nutrientes, temperatura, pH, salinidade e intensidade de luz podem 

afetar a composição centesimal de microalgas (MATSUDO et al., 2009; FERREIRA et 

al., 2012; COCA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2019) e consequentemente, os grupos 

funcionais e substâncias por elas produzidas.  Nesse sentido, é possível potencializar 

ainda mais a produção de PS pelas microalgas através do meio de cultura utilizado.  

Utilizar microalgas para produzir PS é interessante, pois apresentam elevada 

produtividade por hectare, podem ser cultivadas em água do mar e ainda podem ser 

colhidas continuamente ao longo do ano sem período de entressafra (EMBRAPA, 2016). 

O Brasil possui área e insolação altamente favoráveis ao cultivo de microalgas, 

sendo a região Nordeste que apresenta maior disponibilidade energética, proveniente de 

irradiação solar. O Estado do Ceará possui características climáticas que proporcionam 

uma intensidade solar média superior a 3.000 horas anuais (ALVES, 2018) o que 

possibilita desenvolver fazendas de microalgas com baixo custo. 

 

4 CONCLUSÃO 

Conclui-se com os estudos deste trabalho que a biomassa da microalga C. vulgaris 

produzida em efluente piscícola de O. niloticus produzem polissacarídeos sulfatados que 

podem ser extraídos e purificados em coluna de DEAE-Sepharoe.  Trabalhos futuros se 

fazem necessários variando as condições de cultivo desta microalga, para melhor otimizar 

as características químicas e produção dessas moléculas.   
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