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RESUMO

Este trabalho descreve um experimento preliminar de crescimento com uma cepa da microalga
produtora de astaxantina Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae, Volvocales). Cultivos com 4 com-
posigdes diferentes de células em termos de proporgao e coloragao de aplandsporos e macrozodides,
foram submetidos a 20°C + 2°C, 70pE.m2.s%, fotoperiodo de 12 horas de luz : 12 horas de escuro e
meio de cultura adequado por cerca de 900 horas. Aliquotas de 2 ml eram retiradas periodicamente
ao longo do experimento para a determinagao da densidade de células e construgao das curvas de
crescimento. Os resultados indicaram um padréo de crescimento similar para todos os frascos de
cultivo, onde os macrozodides predominavam nos primeiros dias sendo substituidos gradualmente
por aplanosporos, que tornaram-se dominantes em torno de 300 horas. A densidade méaxima de
aplanosporos foi verificada em torno das 800 horas de experimento. O experimento como um todo,
mostrou que a cepa testada € viavel, podendo ser utilizada para experimentos especificos de deter-
minacao das condigOes 6timas de crescimento e producao de astaxantina.
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PRELIMINARY GROWTH TESTS OF A STRAIN OF THE ASTAXANTHIN
PRODUCER HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS (CHLOROPHYCEAE,
VOLVOCALES)

ABSTRACT

This paper describes a preliminary growth experiment with a strain of the astaxanthin producer
Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae, Volvocales). Cultures with 4 different cell compositions in
terms of density and coloration of aplanospores and macrozooids, were kept under 20°C + 2°C,
70pE.m2.s%, 12h light : 12h dark and appropriate culture media for about 900h. 2ml samples were
collected periodically, in order to determine cells density. Results indicated a similar growth pattern to
all cultures, where green macrozooids were dominant in the first days being numerically got over by
aplanospores after aproximatelly 300h. Maximal number of aplanospores were attained at 800h. The
experiment showed that the strain is viable and can be used to physiological studies about optimal
growth conditions and astaxanthin production.

Key words : Haematococcus pluvialis, astaxanthin, algal growth.
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INTRODUGCAO

Haematococcus pluvialis é uma
microalga da classe Chlorophyceae (tabela
1), mundialmente conhecida por ser a maior
produtora natural de astaxantina, um pigmen-
to carotendide responsavel pela coloracéo
avermelhada na carne de camardes, salmdes
e outros organismos (Tacon, 1981).

Além de conferir melhor aspecto a ali-
mentos oriundos da aquacultura, a
astaxantina apresenta poderosas proprieda-
des nutricionais. Sua principal atividade bio-
I6gica no metabolismo humano refere-se a
acdo anti-oxidante, a qual chega a ser de 80
a 500 vezes maior que a do tocoferol (vitami-
na-E), o anti-oxidante comumente utilizado na
alimentacdo humana. Entre outros efeitos, a
atividade anti-oxidante da astaxantina,
comprovadamente, gera: protecdo da pele
contra danos de radiacao ultra-violeta, redu-
cdo de efeitos degenerativos do envelheci-
mento, prevencao de efeitos degenerativos
na visdo, protecao contra cancer, aumento
das lipoproteinas de alta densidade (HDL) e
fortalecimento do sistema imunolégico (Di
Mascio, 1989). Por estas razbes, o cultivo
comercial de Haematococcus pluvialis tornou-
se atrativo e altamente rentavel, ndo sendo
explorado no Brasil, apesar de o pais consu-
mir o produto via importacao.

Durante o ciclo de vida do H. pluvialis,
4 estagios ou tipos de células podem ser re-
conhecidos: microzoéides flagelados,
macrozooides flagelados, células palmeléides

imoveis e hematocistos ou aplandsporos, 0s
quais sdo grandes células vermelhas com
uma parede celular altamente resistente
(Elliot, 1934). Os aplanésporos destacam-se
como a principal forma celular de acumula-
cdo de grandes concentracbes de
astaxantina, e surgem como formas de re-
pouso ou resisténcia da espécie a condicdes
desfavoraveis, tais como deficiéncia de nutri-
entes, excesso ou falta de luz, temperaturas
inadequadas e presenca de substancias que
interferem no metabolismo (Kobayashi et al.,
1992; Boussiba & Vonshak, 1991; Fan et al.,
1994). Por outro lado, as maiores biomassas
e taxas de crescimento da espécie sao geral-
mente atingidos na fase de macrozodides
flagelados.

O crescente interesse comercial na
astaxantina tem despertado varias iniciativas
em pesquisa sobre a fisiologia de H. pluvialis,
especialmente no que diz respeito a determi-
nar as condi¢c@es ideais de crescimento em
biomassa e de producao de astaxantina. As-
sim sendo, torna-se importante testar diferen-
tes fatores influentes nestes aspectos fisiolo-
gicos da espécie, pois, apesar de diversos
estudos similares ja terem sido conduzidos
com a mesma, cada cepa pode apresentar
respostas diferenciadas. Além disso, muitas
dessas informacdes sao de dificil acesso e
reprodutibilidade por constituirem segredo
comercial ou industrial. Este trabalho apre-
senta os primeiros resultados obtidos nesse
tema, enfocando as respostas fisiol6gicas de
uma cepa de H. pluvialis, em termos de cres-

Tabela 1. Posicdo taxondmica da microalga Haematococcus pluvialis segundo Van den Hoek, et al(1997)

Divisdo O Chlorophyta

Classe O Chlorophyceae

Ordem O Volvocales

Familia 0 Haematococcaceae

Género O Haematococcus

Espécie O Haematococcus pluvialis

Sinonimia O Haematococcus lacustriSpharella lacustris

74



NOTAS TEC. FACIMAR, 3: 73-77, 1999.

cimento e producao de astaxantina. Com isto,
inaugura-se uma nova linha de pesquisa no
Laboratério de Oceanografia Bioldgica: o uso
e padronizacdo de cultivos de microrganis-
mos para obtencdo de produtos naturais de
interesse econdmico.

MATERIAIS E METODOS

A partir de inéculos originados de uma
cepa cultivada pelo Laboratério de Quimio
Biotecnologia de Biomassa (LQBB), do de-
partamento de Bioquimica da Universidade
Federal do Parana, foram realizados 4 repi-
gues em meio liquido como cultivos de refe-
réncia. Estes foram mantidos no Laboratério
de Oceanografia Biolégica do CTTMar —
UNIVALI, a temperatura de 20°C + 2°C, em
meio de cultivo liquido padrdo para agua doce
(conforme Greenberg et al., 1992), adiciona-
do de vitamina B12 e biotina, com aproxima-
damente 70puE.m=2.s! de irradiancia e
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro. Como cada repique apresentou, apos
15 dias de crescimento, composi¢cdes e den-
sidades diferentes de células, cada um deles
foi novamente repicado em triplicata para a
realizacao de testes controlados de cresci-
mento, os quais foram conduzidos as mes-
mas condic¢des descritas acima. Os 4 diferen-
tes repiques foram denominados como tipo
1: predominio de grandes aplanédsporos
avermelhados; tipo 2: composi¢éo equitativa
de macrozodides verdes e aplandsporos ver-
des e vermelhos; tipo 3: predominio de
macrozooides verdes em densidade visual-
mente elevada; e tipo 4: predominio de
macrozodides verdes em baixa densidade vi-
sual.

Para determinar as curvas de cresci-
mento, aliquotas de 2,5 ml foram retiradas
diariamente de cada frasco-teste, sendo fixa-
das com duas gotas de lugol. Estas aliquotas
foram entéo contadas em microscépio 6ptico
em camaras de Sedgewick-Rafter, tendo sido
contados separadamente, 0s macrozoodides
flagelados e os aplanésporos. Os dados de

contagem (média de células por mililitro, Cél./
ml, a partir das triplicatas) foram plotados gra-
ficamente contra o tempo em horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os frascos-teste dos 4 tipos caracteri-
zaram-se por um predominio de macrozodides
flagelados nos primeiros dias de crescimento
com gradual incremento de aplanésporos ao
longo do experimento (Figura 1). Tal fato foi
verificado visivelmente pela coloracdo dos
cultivos, que passou de verde a avermelhado.
Apbs as primeiras 24 horas em que os culti-
vos foram repicados para o0 presente experi-
mento, houve alteracdo na composicdo de
formas celulares, indicando uma reacao fisi-
olégica a renovacédo de nutrientes. Nos pri-
meiros momentos, parece que ha tendéncia
de favorecimento aos macrozodides, para,
posteriormente estes declinarem em favor de
aplanésporos.

Os tipos 1, 3 e 4 (Figura 1A, 1C e 1D)
apresentaram padrao de crescimento similar,
onde o numero relativo de aplanésporos su-
perou o nimero de macrozodides flagelados
em torno das

300 horas de experimento. No caso do
tipo 2 essa situacao ocorreu em torno das 500
horas de experimento. Ao final do experimento
(936 horas), houve virtual auséncia de
macrozodides flagelados e maximas densida-
des (10.000 a 15.000 Cél./ml) de
aplandsporos avermelhados em todos os fras-
cos-teste. O nimero maximo de macrozodides
flagelados foi verificado em torno das 180
horas nos tipos 1, 3 e 4 e em torno das 380
horas no tipo 2. A razdo para o padrao dife-
renciado deste tipo 2, certamente relaciona-
se com a condicéo inicial das células no fras-
CO, que eram na maioria macrozoéides
flagelados e em grande densidade. E interes-
sante notar, no entanto, que o nimero de
macrozodides permaneceu quase 250 horas
praticamente constante, ou seja, com uma
taxa de divisdo celular baixa. Por outro lado,
guando o nimero de aplandsporos superou
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o de macrozodides, o crescimento daqueles
esbocou um ritmo mais acelerado. Tal situa-
cédo foi também verificada para os outros fras-
cos, indicando que os aplandsporos desen-
volvem um tipo de reproducdo préprio, que é
mais intenso e rapido que na fase
macrozodide. Os perfis de crescimento indi-
cam nitidamente que nao s6 ha uma conver-
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Figura 1. Curvas de crescimento de aplandsporos e
macrozodides flagelados de Haematococcus pluvialis. A:
tipo 1; B: tipo 2; C: tipo3; D: tipo 4 (ver texto para deta-
lhes).
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séo de macrozodides (em torno das 300 ho-
ras para os tipos 1, 3 e 4; e em torno de 500
horas para o tipo 2) em aplandsporos, mas
um aumento real de nimero na fase de
aplanésporo. Outro aspecto interessante a
ressaltar é que o0 crescimento de
aplanésporos tendeu a estabilizar em torno
das 800 horas (exceto para o tipo 4 que teve
leve crescimento), indicando que este tem-
po, ao menos para as condi¢des deste teste,
seria 0 tempo de maxima biomassa de
aplandsporos produzida nos frascos.

Enfim, os resultados deste teste preli-
minar indicaram que a cepa e a experimenta-
cao laboratorial de crescimento com essa
espécie sdo viaveis. Além disso, verificou-se
gue o maior incremento em biomassa néo
necessariamente esta ligado a fase de
macrozobide, podendo haver incremento sig-
nificativo na fase de aplanésporo.

Com base nestas informacdes prelimi-
nares, pretende-se realizar uma série de ex-
perimentos fatoriais, variando condi¢cdes
como nutrientes, irradiancia e temperatura, no
intuito de verificar o conjunto de variaveis que
gera maior producdo de biomassa e, posteri-
ormente, de astaxantina.
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