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resumo 
 

 

Os produtos naturais, saudáveis e seguros têm vindo a ser uma tendência 
crescente por parte dos consumidores, forçando a novas pesquisas de forma, 
a encontrar novos produtos com ingredientes funcionais, evitando, deste 
modo, o uso de antibióticos. Estes incluem as microalgas, que ganharam, nos 
últimos anos, um importante destaque pelos seus valiosos compostos com a 
sua aplicação em vários sectores, como a farmacêutica, cosmética, 
biocombustíveis e na alimentação humana e animal. 
A otimização dos processos de produção, à escala industrial, é fundamental 
para a evolução deste sector. O presente trabalho permitiu avaliar a 
performance de crescimento de Nannochloropsis sp. e Skeletonema costatum 
em condições ambientais naturais. Partindo de placas de Petri, foi realizado o 
aumento de escala até aos fotobiorreatores tubulares de 15000 L da Necton, 
S.A.. As maiores produtividades (areal e volumétrica) foram verificadas, em 
modo de crescimento semi-contínuo, com a microalga Nannochloropsis sp.. 
A biomassa proveniente das microalgas supracitadas e de outras espécies, 
facultadas pela empresa Necton, S.A., tais como, Phaeodactylum tricornutum, 
Porphyridium cruentum, Isochrysis galbana e Tetraselmis chuii, são produtoras 
de compostos bioativos com capacidades terapêuticas (anti-tumural, anti-
inflamatório, entre outras). Neste estudo, foi investigada a atividade 
antibacteriana das microalgas e seus derivados usando quatro extratos 
orgânicos (acetato de etilo, acetona, etanol e hexano). O seu efeito inibitório foi 
testado através do método de difusão em poços, para patógenos causadores 
de perdas económicas em aquacultura (Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum 
e Photobacterium damselae subsp. piscicida). A P. damselae subsp. piscicida 
revelou ser a bactéria mais sensível aos extratos testados. Os extratos de 
acetato de etilo e acetona de S. costatum destacaram-se pelo seu poder 
contra as bactérias testadas. Por sua vez, a purificação do extrato de acetato 
de etilo gerou sete frações, das quais duas (80% de acetato de etilo em 
hexano e acetato de etilo) se distinguiram pelo seu efeito antibacteriano.  
Quando, analisadas por cromatografia líquida de alta eficiência a fucoxantina 
foi detetada como sendo o composto bioativo mais relevante. 
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abstract 

 
Natural, healthy and safe products have been a growing trend among 
consumers, forcing the need for new research to find new products with 
functional ingredients, avoiding this way of using antibiotics. These include 
microalgae, which have gained in recent years, importance for their valuable 
compounds that have been applied to various sectors such as 
pharmaceuticals, cosmetics, biofuels and food and feed. 
The optimization of industrial production processes is fundamental for the 
evolution of this sector. The present work allowed the evaluation of the growth 
performance of Nannochloropsis sp. and Skeletonema costatum under natural 
environmental conditions. Starting from Petri dishes, the scale-up was 
performed up to the 15000 L tubular photobioreactors of Necton, S.A., in semi-
continuous. There were higher yields (areal and volumetric) in Nannochloropsis 
sp.. 
Biomass from the above-mentioned microalgae and others, such as 
Phaeodactylum tricornutum, Porphyridium cruentum, Isochrysis galbana and 
Tetraselmis chuii, produce bioactive compounds with therapeutic properties 
(anti-tumor, anti-inflammatory, among others). In this study, the antibacterial 
activity of the microalgae was investigated using four organic extracts (ethyl 
acetate, acetone, ethanol and hexane). Its inhibitory effect was tested by the 
well diffusion method for pathogens causing economic losses in aquaculture 
(Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum and Photobacterium damselae subsp. 
piscicida). That said, P. damselae subsp. piscicida proved to be the most 
sensitive bacteria to the extracts tested. The ethyl acetate and acetone extracts 
of S. costatum were distinguished by their inhibitory power. In turn, purification 
of the ethyl acetate extract originated seven fractions, where two (80% ethyl 
acetate in hexane and ethyl acetate) distinguished themselves because of their 
antibacterial effect. The fucoxanthin was detected by high-performance liquid 
chromatography, as the most relevant bioactive compound. 
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Introdução 

 

“Uma era pós-antibiótico, longe de ser uma fantasia apocalíptica, é uma possibilidade 

muito real para o século XXI”. Os antibióticos são utilizados intensivamente em aquacultura 

(WHO, 2014). Nos últimos anos, o uso de antibióticos tem sido limitado através do 

Regulamento da Comissão Europeia (CE), sendo necessário encontrar alternativas para 

diminuir a ocorrência de bactérias patogénicas no setor da aquacultura (Pöttering and 

Kohout, 2009). 

De forma a minimizar as resistências aos antibióticos, foram propostas diversas estratégias 

para diminuir os efeitos nocivos das bactérias em unidades aquícolas, tais como: a terapia 

fágica, a inibição do crescimento através de ácidos gordos de cadeia curta, os disruptores 

de quorum-sensing, os probióticos, as vacinas e a técnica da água verde. No entanto, à 

exceção das vacinas, estes métodos estão ainda em estudo (Defoirdt et al., 2011; Molina-

Cárdenas et al., 2014). As infeções por microrganismos patogénicos levam a uma elevada 

mortalidade e morbilidade, o que provoca um elevado impacto económico no setor (Austin 

and Newaj-Fyzul, 2017). Dentro das várias infeções causadas por bactérias patogénicas 

destacam-se a vibriose, normalmente provocada pelas espécies Vibrio anguillarum (Frans 

et al., 2011) e Vibrio alginolyticus (Austin and Newaj-Fyzul, 2017; Chatterjee and Haldar, 

2012; Mustapha et al., 2013) e ainda, a pasteurelose causada pela bactéria Photobacterium 

damselae subsp. piscicida (Romalde, 2002). 

As microalgas são, hoje em dia, consideradas uma solução para vários problemas que a 

sociedade enfrenta, sendo utilizadas em várias indústrias como é o caso da farmacêutica e 

da alimentar, tanto humana como de animais (Khan et al., 2018; Plaza et al., 2009). Apesar 

de nas últimas décadas o cultivo industrial das microalgas ter aumentado substancialmente 

nos diversos sectores, devido a serem a base da cadeia trófica marinha, a aquacultura 

continua a ser o setor com maior aplicação comercial. As microalgas constituem a base da 

cadeia alimentar de peixes, molúsculos e crustáceos sendo um elemento essencial na 

maioria das aquaculturas para o enriquecimento de alimento vivo (por exemplo, rotíferos), 

que por sua vez é essencial na nutrição das larvas de peixes (Ferreira et al., 2008). Vários 
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trabalhos mostraram que diferentes espécies de microalgas (ex. Skeletonema costatum, 

Nannochloropsis spp.) produzem compostos bioativos com propriedades antibacterianas 

contra, por exemplo, Vibrio spp. (Falaise et al., 2016; Naviner et al., 1999).  

 

1.1 Microbiologia na aquacultura 

 

Os microrganismos têm um papel fundamental em todos os ambientes do nosso planeta, 

a título de exemplo, na aquacultura, eles reciclam os nutrientes e degradam a matéria 

orgânica. Por  vezes, quando patogénicos, podem infetar e até provocar a morte de peixes, 

larvas ou o alimento vivo  (Bentzon-Tilia et al., 2016). A comunidade microbiana em 

ambientes aquáticos responde rapidamente a mudanças no ambiente, podendo ativar ou 

inativar vias metabólicas ou causar mudanças na composição e na funcionalidade da 

própria comunidade microbiana (Bentzon-Tilia et al., 2016). 

As bactérias autotróficas têm um papel essencial no processo de nitrificação em tanques 

de aquacultura, contudo, a comunidade de bactérias heterotróficas é abundante, podendo 

ser encontradas entre estas algumas bactérias patogénicas (ex. Vibrio spp.) (Rurangwa and 

Verdegem, 2015). Neste contexto, as fases larvares dos peixes estão principalmente 

predispostas a infeções por microrganismos patogénicos. A eliminação destes 

microrganismos por antibióticos podem provocar riscos para a saúde humana devido à 

disseminação da resistência a antibióticos (Bentzon-Tilia et al., 2016; Cabello et al., 2013). 

A virulência de um microrganismo depende da sua capacidade de se adaptar ao ambiente 

onde se encontra e de infetar o hospedeiro. Assim, ao longo de milhões de anos as 

bactérias desenvolveram características para conseguirem competir com outros 

organismos. Por esse motivo, a capacidade de colonizar e aderir às superfícies do 

hospedeiro tornou-se uma vantagem competitiva. A mobilidade flagelar permite que as 

bactérias melhorem a interação com a superfície. Os géneros Aeromonas e Vibrio 

produzem flagelos (um flagelo polar, para se moverem em líquidos, ou perítricos para se 

deslocarem em ambientes viscosos). Existem ainda outros fatores de virulência 
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nomeadamente, proteínas quimiotáxicas (que permitem direcionar a mobilidade), 

sideróforos, polissacarídeos extracelulares (proteção e ligação), enzimas líticas 

(degradação dos tecidos do hospedeiro), pili (adesão), sistema de secreção (distribuição de 

fatores de virulência) e quorum-sensing (Defoirdt, 2014; McCarter, 2004).  

As doenças que mais preocupam os aquacultores são a vibriose, “úlcera de inverno”, 

fotobacteriose, furunculose, entre outras. Estima-se que em aquacultura, por ano, são 

perdidos 7,8 biliões de euros devido a doenças (Novriadi, 2016). Como o nome indica, a 

vibriose é uma infeção causada por bactérias do género Vibrio, entre as quais, V. 

anguillarum, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus e V. vulnificus; que são normalmente 

associados a doenças em camarões (Chatterjee and Haldar, 2012). As patologias associadas 

a perdas significativas na fase larval ou juvenil incitam, também, ao aparecimento de outras 

doenças oportunistas nos peixes. A fotobacteriose, também conhecida como pasteurelose, 

é causada pela bactéria Photobacterium damselae subsp. piscicida (anteriormente descrita 

como Pasteurella piscicida), que foi previamente reportada como causadora de elevadas 

perdas económicas na Europa e no EUA (Toranzo et al., 2005). 

 

1.1.1 Vibrio alginolyticus 

 

Vibrio alginolyticus é uma bactéria gram-negativa, que pode ser encontrada em ambientes 

estuarinos e marinho, estando reportadas como halofílicas, uma vez que são tolerantes a  

elevadas concentrações de sal (Reilly et al., 2011; Sabir et al., 2013). Esta estirpe patogénica 

provoca surtos de vibriose em animais, sendo também responsável por intoxicações 

alimentares nos seres humanos (Cao et al., 2018). 

O mecanismo de patogenicidade não está completamente conhecido, mas pensa-se que a 

sua virulência poderá estar associada aos flagelos (polares e laterais), que permitem a 

adesão, a formação de biofilme, swimming e swarming; entre outros fatores de virulência 

(Hernández-Robles et al., 2016). 
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1.1.2 Vibrio anguillarum  

 

A bactéria gram-negativa, Vibrio anguillarum, foi reportada pela primeira vez em 1718, na 

Europa Continental. Em 1984, MacDonell e Colwell incluiram o V. anguillarum no género 

Listonella sendo excluído do género Vibrio. Atualmente, é denominado como Vibrio 

(Listonella) anguillarum (Hickey and Lee, 2017), encontrando-se em ambientes aquáticos 

suportando concentrações de NaCl entre 0,5‰ a 7,0‰. É uma bactéria curta, em forma de 

haste e com um flagelo polar (Rad and Shahsavani, 2010). 

É principalmente conhecida por ser responsável por provocar vibriose em peixes, bivalves 

e crustáceos, podendo mesmo levar à morte, após a infeção, ao fim de 2 a 5 dias nas fases 

larvares (Frans et al., 2013; Hickey and Lee, 2017). 

  

1.1.3 Photobacterium damselae subsp. piscicida 

 

P. damselae subsp. piscicida é a bactéria patogénica que causa mais mortes em 

aquacultura. A fotobacteriose, conhecida anteriormente por pasteurelose (Pasteurella 

piscicida), provoca septicemias agudas, em peixes jovens. O fator de maior preocupação 

dos aquacultores perante esta bactéria, deve-se ao facto de os tratamentos serem 

ineficientes quando a doença é detetada após os animais deixarem-se de alimentar, e ainda 

as vacinas existentes para esta bactéria não serem completamente eficientes (Carraro et 

al., 2018; Romalde, 2002; Vendramin et al., 2016). 

Esta bactéria gram-negativa tem uma elevada patogenicidade numa grande variedade de 

animais marinhos. Os principais mecanismos de virulência deste microrganismo são: i) a 

absorção de ferro; ii) a presença de polissacarídeos capsulares; iii) a produção de 

exotoxinas contra os macrófagos e neutrófilos do hospedeiro; iv) estruturas semelhantes a 

pilus na superfície; v) péptidos catiónicos antimicrobianos (Carraro et al., 2018; Romalde, 

2002). 
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1.2 Atividade Antimicrobiana  

 

Nas últimas décadas os antibióticos foram utilizados para prevenção (profilaxia), para o 

controlo (metafilaxia) e para o tratamento de doenças, tanto em humanos como em 

animais. Muitas vezes, inseridos nos alimentos para estimular o crescimento rápido e a 

qualidade dos produtos animais (Romero et al., 2012). Contudo, esta prática rotineira 

conduziu a uma resistência aos antibióticos mais utilizados (Cheng et al., 2014; Romero et 

al., 2012). Para que existisse um controlo mais rígido foram criados regulamentos pela 

União Europeia e a “Food and Drug Administration” (FDA) onde estão descritos limites de 

resíduos de substâncias farmacológicas ativas nos alimentos de origem animal (FDA, 2011; 

Pöttering and Kohout, 2009).  

A mortalidade por infeções bacteriológicas é a principal perda económica em aquacultura, 

principalmente nas fases larvares (Romero et al., 2012). Atualmente, estão a ser estudadas 

e desenvolvidas, medidas para proteger os animais das bactérias patogénicas evitando o 

uso de antibióticos (Cheng et al., 2014). Estudos mostram várias alternativas que estão a 

ser testadas como alternativas aos antibióticos (Defoirdt et al., 2011; Natrah et al., 2011), 

tais como: 

▪ Técnica da água verde: as microalgas são usadas para cultivar animais, tais como, 

camarões ou rotíferos. Foram anteriormente reportados, casos onde o Vibrio spp. 

desapareceu após utilização de microalgas (tais como, Chlorella e Chaetoceros 

calcitrans)  (Defoirdt et al., 2007; Huervana et al., 2006);  

▪ Bacteriófagos: são vírus que parasitam bactérias, eliminando-as, tornando-se um 

agente efetivo para eliminar bactérias patogénicas. Este método enfrenta, no 

entanto obstáculos ao nível de segurança e ainda, a inexistência de dados em testes 

de grande escala (Cheng et al., 2014; Wittebole et al., 2013);  

▪ Inibição do crescimento através da adição de ácidos gordos de cadeia curta: embora 

os mecanismos antibacterianos não sejam totalmente entendidos, têm capacidade 
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bacteriostática e bactericida. Poderá existir alguma resistência por parte das 

bactérias, especialmente em ambientes ácidos (Ricke, 2003); 

▪ Inibidores de quorum-sensing: a patogenicidade bacteriana deve-se, muitas vezes, 

à regulação e controlo do sistema de quorum-sensing. Sendo possível inibir as 

moléculas de sinalização e assim evitar a virulência (Romero et al., 2012); 

▪ Probióticos: os microrganismos não patogénicos são administrados vivos e 

constituem uma vantagem para o hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Estes 

microrganismos benéficos ocupam o nicho ecológico, podendo mesmo, em alguns 

casos, destruir os microrganismos patogénicos através da produção de compostos 

antimicrobianos (Cheng et al., 2014); 

▪ Vacinas: as vacinas que contêm organismos inativos ao entrarem em contacto com 

o hospedeiro, estimulam o seu sistema imunitário. Desta forma, o hospedeiro é 

capaz de realizar uma resposta rápida e eficaz aquando de um novo contacto 

(Cheng et al., 2014); 

▪ Óleos essenciais: são frações voláteis que contêm substâncias responsáveis pelos 

aromas das plantas. São considerados como a primeira defesa contra agentes 

patogénicos e animais devido ao seu efeito antibacteriano, antiviral, antifúngico, 

entre outros (Romero et al., 2012). 

Diversos trabalhos mostram que organismos marinhos, tais como, algumas espécies 

de microalgas, por exemplo, Isochrysis galbana, têm a capacidade de inibir o crescimento 

de agentes patogénicos humanos e de animais, através da produção de metabolitos 

secundários (González-Davis et al., 2012; Molina-Cárdenas et al., 2014). Algumas espécies 

são capazes de produzir oxigénio reativo que aumentam a toxicidade de ácidos gordos, tais 

como, o ácido eicosapentaenóico (EPA), contra agentes patogénicos nomeadamente, 

Vibrio spp. (Molina-Cárdenas et al., 2014). 
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1.3 Microalgas 

As microalgas podem ser encontradas numa grande variedade de ecossistemas 

nomeadamente em ambientes terrestres e aquáticos, tanto em água salgada como em 

água doce (Mostafa, 2012). Estes organismos fotolitoautotróficos, microscópicos (-1-50- 

µm), usam energia e convertem dióxido de carbono (CO2), resultando na produção de 

oxigénio (O2). Estes microrganismos utilizam o azoto e o fósforo como principais fontes de 

nutrientes. As microalgas são consideradas responsáveis por cerca de 60% da captura de 

CO2 e produção de O2 (Wolkers et al., 2011). 

Existe ainda um desconhecimento da totalidade das espécies de microalgas, apesar de 

estarem identificadas cerca 30 000 espécies extantes, estima-se que existam mais de 50 

000 (Mata et al. 2010). As análises moleculares estão a completar a classificação complexa 

deste grupo. Bem como, divididos em diferentes grupos taxonómicos de acordo com, a sua 

estrutura, classificação celular, pigmentos, substâncias de reserva, habitat, entre outros. 

A comunidade científica e a indústria têm, ao longo dos últimos anos, aumentado o 

interesse na biomassa de microalgas, sendo o seu potencial, hoje em dia, bastante 

estudado (Talero et al., 2015; Widowati et al., 2017). Compostos, tais como, carotenóides 

e lípidos, têm grande relevância devido à sua atividade antioxidante, neuroprotectora, anti-

diabética, anti-cancerigena ou antibacteriana (Falaise et al., 2016; Widowati et al., 2017). 

Devido a estas propriedades, algumas espécies de microalgas são sugeridas como benéficas 

para a saúde humana (Milledge, 2011). As microalgas são usadas na alimentação humana, 

podendo ser encontradas em forma de cápsulas, líquidos, entre outros. Têm uma grande 

diversidade de aplicações alimentares (como, massas, bebidas, guloseimas) visto terem 

propriedades químicas que permitem que estas sejam utilizadas como suplemento 

nutricional ou corantes naturais. Algumas microalgas, incluindo cianobactérias, são 

comercializadas para alimentação humana, tais como: Spirulina platensis, Aphanizomenon 

flos-aquae, Chlorella vulgaris e Dunaliella salina  (Spolaore et al., 2006).  
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Na alimentação animal as microalgas são principalmente utilizadas indiretamente como 

alimento para presas vivas, usadas na alimentação larvar, ou diretamente para a 

alimentação de molúsculos e camarões. 

 

1.3.1 Microalgas na aquacultura 

A população mundial tem aumentando significativamente nos últimos anos. Dados 

registados no dia 12 de novembro de 2018 (17h 45min), a população mundial atingiu 

7.663.219.000 de indivíduos (“Worldometers,” 2018). As Nações Unidas estimam que a 

população mundial atinja 9,8 biliões de indivíduos em 2050 (Lewandowski et al., 2017). 

Com este aumento significativo da população é necessário encontrar estratégias para 

produção de proteína com elevada qualidade. Desta forma, a aquacultura tem diversos 

fatores que permitem um crescimento desta atividade, tais como: a gestão sustentável da 

água, as melhores estratégias da alimentação e mais ecológicas, os organismos 

geneticamente mais aptos e ainda, uma menor emissão de gases de efeito estufa (Bentzon-

Tilia et al., 2016; Hemaiswarya et al., 2011).  

As microalgas são um elemento crucial para o setor da aquacultura. Estas permitem uma 

alimentação nutritiva e sustentável para a produção de peixes e crustáceos (Ferreira et al., 

2008; Muller-Feuga, 2000), possuindo enormes vantagens, como por exemplo, o 

melhoramento da cor dos salmonídeos (Lorenz, R.T., Cysewski, 2000; Sirakov et al., 2015). 

Estes organismos unicelulares são fundamentais para a alimentação das larvas ou para o 

consumo de moluscos, camarões e rotíferos (Ferreira et al., 2008; Hemaiswarya et al., 

2011; Muller-Feuga, 2000). Em estudos anteriores foi provado que uma alimentação com 

algas tem diversos efeitos positivos na fisiologia dos peixes, graças ao perfil vitamínico 

completo, minerais e ácidos gordos essenciais, melhorando a resposta imunitária e a 

fertilidade. Têm efeitos, ainda, na aparência externa dos animais (Certik and Shimizu, 1999; 

Spolaore et al., 2006). O alimento não vivo apresenta desvantagens quando comparado 

com o alimento vivo (microalgas), visto que, o primeiro pode baixar o crescimento e 

aumentar a mortalidade (Hemaiswarya et al., 2011). Os nutrientes provenientes das 
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microalgas são transferidos ao longo da cadeia trófica, quando ingeridos pelo zooplâncton 

(Durmaz and Erbil, 2017). 

As microalgas têm que respeitar vários critérios para que possam ser utilizados na 

alimentação em aquacultura. Têm, também, de ser facilmente cultiváveis e não-tóxicas. 

Necessitam de ser facilmente digeridas, com um elevado valor nutricional (principalmente 

aminoácidos e ácidos gordos essenciais) e ter um tamanho e forma adequados para serem 

ingeridos (Spolaore et al., 2006).  

As espécies mais usadas para este propósito são as espécies, Tetraselmis chuii, Isochrysis 

galbana, Nannochloropsis oculata e Skeletonema costatum (Hemaiswarya et al., 2011; 

Spolaore et al., 2006). Com a procura da biomassa de microalgas, tem de ser produzida em 

diferentes sistemas de cultivo de larga-escala, dos quais se destacam os fotobiorreatores 

(PBRs). 

 

1.3.2 Atividade antibacteriana de microalgas 

 

A atividade antibacteriana nas microalgas em culturas não axénicas poderá, também, 

dever-se a compostos, provenientes de bactérias simbiontes. Estas bactérias podem 

competir com as patogénicas e desta forma eliminá-las. Em culturas não axénicas podem, 

ainda, ser encontrados bacteriófagos que permitem eliminarem os agentes causadores de 

virulência (Cai et al., 2011). 

As condições de produção das microalgas têm um papel fundamental no metabolismo das 

mesmas. A síntese de compostos antimicrobianos pode ser influenciada pela temperatura, 

pelo pH do meio, pelo período de cultivo, pela salinidade, pela intensidade luminosa assim 

como pelos constituintes do meio (De Morais et al., 2015; Noaman, 2004). 

Algumas condições promovem a produção de biocompostos, por exemplo, uma redução 

de alguns nutrientes no meio de cultura (tais como, azoto), estimula a produção de lípidos 

ou hidratos de carbono (De Morais et al., 2015; Fogg, 1983). A intensidade luminosa, 
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quando muito elevada, pode diminuir a concentração de ácidos gordos, embora afete 

positivamente a atividade antioxidante da microalga (De Morais et al., 2015; Guedes et al., 

2010). A temperatura é um dos fatores mais importantes quando se fala do crescimento e 

produção de biocompostos, tais como, compostos antimicrobianos (De Morais et al., 2015; 

Jourdan and On, 2001).  

 

1.3.3 Fotobiorreatores  

  

Com o crescimento acentuado da aquacultura e por sua vez, o aumento do cultivo das 

microalgas tem existido a necessidade de cultivar a biomassa em sistemas fechados que 

permitam um elevado controlo da cultura. Os PBRs têm sido desenhados para uma 

otimização do cultivo das microalgas, estes podem estar dependentes da luz solar ou da 

luz artificial. Sendo que, os PBRs dependentes da luz natural são mais comumente 

utilizados, podendo ser, por exemplo, tubulares ou planos. Os PBRs fechados limitam a 

contaminação por bactérias ou contaminantes químicos, permitindo assim, uma maior 

produtividade e qualidade das microalgas produzidas (Durmaz and Erbil, 2017).  

Os PBRs tubulares apresentam melhores características para a produção de microalgas 

quando comparados com outros sistemas (Durmaz and Erbil, 2017). Permitem uma grande 

área produtiva com uma elevada produtividade volumétrica e de fácil controlo. Estes 

oferecem diversas vantagens comparativamente aos sistemas abertos, visto que é possível 

um fácil controlo da temperatura e do CO2 transferido. (Durmaz and Erbil, 2017). 

Existem muitos tipos de sistemas fechados para o cultivo de microalgas, nomeadamente, 

em painéis planos, colunas verticais, tanques com agitação, sacos de plástico, PBRs 

tubulares, entre outros (Liao et al., 2014).  

A Necton, S.A., em 2005, desenhou e construiu um novo tipo de PBR tubular industrial, 

onde diferentes microalgas são cultivadas e posteriormente recolhidas por centrifugação. 
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1.3.4 Espécies estudadas  

 

As microalgas estudadas ao longo desta dissertação correspondem a microalgas produzidas 

em PBR, na Necton, S.A. (Phaeodactylum tricornutum, Skeletonema costatum, 

Nannochloropsis sp., Porphyridium cruentum, Isochrysis galbana e Tetraselmis chuii).  

 

Phaeodactylum tricornutum Bohlin, 1898 

Em 1898, Bohlin, descreveu a microalga Phaeodactylum tricornutum, pela primeira vez, 

como sendo uma diatomácea (Guiry, 2018). Esta espécie é o único representante do género 

Phaeodactylum, família Phaeodactylaceae e subordem Phaeodactylineae. Diferenciando-

se, também, pelo seu pleomorfismo, em virtude das condições ambientais (He et al., 2014; 

Purohit and Venugopalan, 2009). Esta microalga pode ser encontrada em águas salobras e 

marinhas  (Prestegard et al., 2016) 

Pelas suas características polimórficas tem sido alvo de vários estudos fisiológicos e 

genéticos. Ao nível industrial esta microalga serve de alimento em aquaculturas devido aos 

elevados valores de ácidos gordos polinsaturados (PUFAs) e EPA (Prestegard et al., 2016). 

 

Skeletonema costatum (Greville) Cleve, 1873 

Esta diatomácea caracteriza-se por apresentar frústulas cilíndricas providas de projeções 

de sílica que ligam as células entre si levando  à formação de filamentos (Sarno et al., 2005).  

Esta espécie pertence à classe Mediophyceae, à ordem Thalassiosirales, família da 

Skeletonemataceae. Estas espécies diferenciam-se com base nas suas características 

morfológicas, citológicas, e mais recentemente através de técnicas moleculares (Guiry, 

2018; Sarno et al., 2005).  

A espécie S. costatum é maioritariamente utilizada em aquacultura para a alimentação de 

poliquetas, lagostas, camarões, mexilhões, ostras, entre outras (Kumar and Prabu, 2014). 

Contudo, devido à sua composição química é também utilizada na indústria cosmética, 
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tendo sido, um extrato lipídico patenteado pela Parfums Christian Dior, devido ao seu 

poder adelgaçante, anti-celulítico e antienvelhecimento da pele  (Viron et al., 2002). 

 

Nannochloropsis spp. D.J.Hibberd, 1981 

Este género tem como halotipo Nannochloropsis oculata, primeiramente descrita em 1981 

por D.J. HIbberd. Pertence à classe Eustigmatophyceae, à ordem Eustigmatales e à família 

Monodopsidaceae (Guiry, 2018). As suas espécies que habitam em ambientes marinhos, 

com uma morfologia simples e formada por células verdes, ou amarela-esverdeadas. O 

género Nannochloropsis é constituído atualmente por sete espécies (Guiry, 2018; Suda et 

al., 2002).  

Devido à sua composição química, nomeadamente um elevado conteúdo em EPA, esta 

microalga tem efeitos positivos na saúde de animais, apresentando uma elevada aplicação 

comercial. É principalmente utilizada na alimentação de rotíferos, camarões e larvas de 

peixes, sendo também utilizada em cosmética (por exemplo, para endurecimento da pele) 

e para a extração de ácido gordos (Spolaore et al., 2006). 

 

Porphyridium cruentum (S.F.Gray) Nägeli, 1849 

P. cruentum é uma alga vermelha (Rodophyta), sem parede celular, ainda assim , apresenta 

forma esférica, normalmente são células solitárias, podendo ser encontradas em colónias 

irregulares (Guiry, 2018; Rebolloso Fuentes, 2000). Esta microalga tem uma larga 

distribuição mundial (Gaikwad et al., 2009). Atualmente são conhecidas nove diferentes 

espécies dentro do género Porphyridium (Guiry, 2018). 

Esta microalga tem sido referenciada como fonte de produtos de elevado valor, tais como, 

PUFAs, EPA e pigmentos (Asgharpour et al., 2015). 
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Isochrysis galbana Parke, 1949 

A microalga marinha pertencente à família Isochrysidaceae e ordem Isochrysidales. São 

compostas por células individuais com a capacidade movimento devido à presença de 

flagelos (Guiry, 2018).  

As suas boas características nutricionais permitem que esta microalga seja utilizada em 

aquacultura, com especial aplicação, em alimentação de larvas, peixes e crustáceos no 

início do estado de crescimento (Godet et al., 2010; Sánchez et al., 2000). 

 

Tetraselmis chuii Butcher, 1959 

A microalga verde, Tetraselmis chuii faz parte da ordem Chlorodendrales e da família 

Chlorodendraceae (Guiry, 2018). Caracteriza-se pelos seus quatro flagelos e pela forma 

ovoide. Mais de 50 espécies estão descritas como pertence ao género Tetraselmis 

(Mohammadi et al., 2015).  

Esta microalga tem sido utilizada na alimentação animal, nos últimos anos é 

frequentemente referenciada como potencial espécie para a produção de biodiesel devido 

ao seu elevado crescimento e valor lipídico (Kumaran et al., 2014; Rahman et al., 2017). 

 

1.4 Necton, S.A. 

 

A Necton - Companhia Portuguesa de Culturas Marinhas, S.A, iniciou a sua atividade há 

mais de 20 anos (1997), resultando de um spin-off da Universidade Católica Portuguesa, 

com o intuito de produzir microalgas numa escala industrial. A companhia está situada no 

Parque Natural da Ria Formosa, sendo o local adequado para a produção de microalgas 

devido ao clima propício e à proximidade da água salgada. Nos dias de hoje, a empresa 

divide-se em dois grandes setores, a produção de microalgas e a produção de sal (sal 

marinho e “flor de sal”).  
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Com uma coleção de aproximadamente 30 espécies de microalgas, fornecem biomassa de 

microalgas para variadíssimos fins, entre eles, aquacultura, cosmética ou projetos 

científicos.  As microalgas são vendidas sob a marca PhytoBloom em forma de biomassa 

concentrada com diferentes formatos: i) PhytoBloom Ice®, corresponde a uma pasta 

congelada com uma elevada concentração de biomassa; ii) PhytoBloom Green Formula®, 

que diz respeito a um concentrado de biomassa líquido e; iii) PhytoBloom Prof®, 

correspondendo a uma biomassa liofilizada, que apresenta um tempo de prateleira 

superior aos anteriores. A unidade de negócio das microalgas comercializa, também, um 

meio de cultura para microalgas denominado NutriBloom®. 

 

1.5 Objetivos 
 

Com esta dissertação, foi pretendido avaliar a performance de crescimento de S. costatum 

e Nannochloropsis sp. em PBRs tubulares, utilizados numa unidade de produção industrial. 

Teve ainda como principal objetivo identificar a capacidade antibacteriana das microalgas 

Isochrysis galbana, Nannochloropsis sp., Porphyridium cruentum, Phaeodactylum 

tricornutum, Skeletonema costatum e Tetraselmis chuii. Para atingir este fim, foi verificado 

a atividade antimicrobiana dos extratos de microalgas com solventes orgânicos: acetato de 

etilo; acetona; etanol; hexano. A suscetibilidade, perante estes extratos, foi testada para 

as estirpes patogénicas com relevância em aquacultura (Vibrio anguillarum, Vibrio 

alginolyticus e Photobacterium damselae subsp. piscicida). 

Finalmente, foi pretendido identificar o principal composto bioativo da microalga que 

revelou maior poder inibitório. 
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Produção das microalgas Skeletonema costatum e Nannochloropsis sp. em 

fotobiorreatores industriais 

 

Resumo 

Com o crescimento exponencial de população humana, exaustão de recursos (de entre eles 

os pesqueiros) e a necessidade de novos produtos têm, nas últimas décadas, impulsionado 

a pesquisa e aplicação de microalgas in toto ou fracionadas. A sua utilização por diversas 

indústrias: biocombustíveis, farmacêutica, cosmética e na alimentação humana e animal. 

Vários grupos taxonómicos (ex. Bacillariophyceae Eustigmatophyceae, Porphyridiaceae, 

Chlorodendraceae) têm contribuído com espécies para exploração económica, aplicações 

que dependem do isolamento, cultivo em pequena escala, caracterização dos produtos e 

suas potenciais aplicações e, nos casos viáveis, o seu aumento de escala para produção 

industrial. 

O presente trabalho teve como objetivo o redimensionamento para a escala industrial de 

uma diatomácea (Bacillariophyceae) marinha, Skeletonema costatum (Greville) Cleve 1873 

e a de um Eustigmatophyceae pertencente ao género Nannochloropsis. Também foi objeto 

a caracterização de produtividades, volumétrica e areal ao longo de ciclo de quatro a seis 

semanas de cultivo intensivo. 

 A cultura em caixa de Petri e seu progressivo redimensionamento para cultivo final (cultura 

pura) em novo sistema de fotobiorreatores tubulares de 15000 L. Nas produções utilizou-

se um meio sintético, com fornecimento de CO2 e nas condições de fotoperíodo, 

intensidade luminosa e temperatura de inverno (06.12.2017 a 13.03.2018) em Belamandil 

- Olhão (Sul de Portugal). 

Estes sistemas permitiram produtividades totais de: 1,708 g/m2/d – S. costatum; 4,899 

g/m2/d – Nannochloropsis sp. (produtividade areal) e 0,039 g/L/d – S. costatum; 0,111 g/L/d 

– Nannochloropsis sp. (produtividade volumétrica) e uma extração regular de biomassa 

com interesse económico, mostrando a também a aplicabilidade daquele sistema no 

cultivo daquelas duas microalgas. 
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Palavras-chave: Skeletonema, Nannochloropsis, aumento de escala, Fotobiorreatores 

industriais, produtividade volumétrica, produtividade areal. 
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1. Introdução 

 

Nos últimos 50 anos têm-se verificado um crescimento na utilização de microalgas, tendo 

sido desenvolvidas metodologias, que permitiram um aumento do número de espécies 

estudadas (Milledge, 2014). Os biocompostos produzidos por estes organismos são 

utilizados em áreas como a indústria alimentar, a indústria farmacêutica, a indústria de 

aquacultura e ainda a indústria cosmética. Dentro dos compostos de interesse produzidos 

pelas microalgas estão os lípidos, hidratos de carbono, proteínas, carotenoides e vitaminas 

(Cuellar-bermudez et al., 2015; Lutzu and Dunford, 2018).  

Para a produção de microalgas foi necessário criar sistemas que permitam o seu cultivo à 

escala industrial, estes denominados por fotobiorreatores (PBRs) (Briassoulis et al., 2010). 

São, atualmente, conhecidos vários tipos de PBRs, tais como, raceways (Romero-villegas et 

al., 2018), painéis planos (Romero-villegas et al., 2018), tubulares (Toledo-cervantes et al., 

2018), entre outros. Os sistemas fechados, tais como, os PBRs tubulares permitem um 

controlo mais ajustado de parâmetros como, o pH e a temperatura. Nestes sistemas a 

probabilidade de contaminações é menor por não existir uma exposição direta da cultura 

ao ambiente (Pereira et al., 2018; Pulz, 2001). Para espécies mais sensíveis, como é o caso 

das diatomáceas, são normalmente utilizados PBRs tubulares fechados (Silva et al., 2013).  

A microalga Skeletonema costatum (Greville) Cleve é uma espécie de diatomácea 

(Bacillariophyceae) capaz de formar blooms reportados por todo o Mundo (Huo and Un, 

2005). Estão referenciadas como presentes em todas as águas costeiras, exceto na 

Antártida (Yamada et al., 2014). Os seus metabolitos, como é o caso da fucoxantina, têm 

despertado interesse por parte da comunidade científica devido à sua atividade 

antioxidante (Chern et al., 2017). O perfil bioquímico permite que esta microalga seja 

utilizada em aquacultura, gerando produtos com uma melhor textura e sabor, como por 

exemplo, as ostras (Houcke et al., 2017). Existem outras microalgas que são 

frequentemente utilizadas em aquacultura pelo seu perfil bioquímico, como é o caso da 

microalga Nannochloropsis sp.. 
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A Nannochloropsis sp. tem sido utilizada em aquacultura para alimentar rotíferos, artémias, 

e peixes juvenis (Camacho-Rodríguez et al., 2013; Sarker et al., 2018; Toda and Ross, 2018). 

Esta microalga pode ser encontrada em águas marinhas, águas doces e salobras. O seu 

tamanho reduzido permite ser ingerido por organismos de menores dimensões (2-5 µm) 

(Andersen et al., 1998; Wei, 2018). A Nannochloropsis sp. tem despertado, ao longo dos 

últimos anos, um enorme interesse entre a comunidade científica. Esta produz pigmentos 

de interesse (clorofila, zeaxantina, astaxantina, entre outros), e ácidos gordos 

polinsaturados (PUFAs), usados como anticancerígenos, anti-inflamatórios, entre outros 

(Moloudizargari et al., 2018; Prokop et al., 2015; Rocha et al., 2003). 

As duas microalgas têm elevado valor económico, como tal, o objetivo deste estudo passou 

pela produção em escala industrial de S. costatum, nunca antes conseguido. 

Acompanhando, desta forma, o crescimento e a produtividade das microalgas, S. costatum 

e Nannochloropsis sp., em PBR tubular exterior desenhado pela empresa Necton, S.A..  
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2. Material e métodos 

 

Todas os ensaios descritos no presente estudo foram realizados nas instalações da empresa 

Necton, S.A. (www.necton.pt), assim como todos os protocolos, que foram, também estes, 

fornecidos pela empresa. 

Os ensaios decorreram entre os dias 6 de dezembro de 2017 e 13 de março de 2018.  

 

2.1 Cultura de Microalgas e aumento de escala 

 

As microalgas utilizadas neste estudo, Skeletonema costatum (Greville) Cleve 1873 

(Bacillariophyceae) e Nannochloropsis sp. (Eustigmatophyceae), pertencem à coleção da 

Necton, S.A.. Estas microalgas foram mantidas numa câmara refrigerada, com uma 

temperatura de 10˚C, numa placa de Petri (meio 1,5% Agar, VWR) ou em erlenmeyers de 

50 mL ou 100 mL, suplementado com meio nutritivo Nutribloom® (Necton, S.A) (figura 1 

(1)). 

 

 

Figura 1. Representação do procedimento de aumento de escala das culturas usado no presente 

trabalho. 1 (caixa de Petri) e 2 (balões) correspondem a cultura em laboratório e 3 (Green Wall – 

100 a 800 L) e 4 (sistema tubular – 15000 L) em exterior. 

 

Desta forma, quando foi pretendido produzir uma microalga, as mesmas eram transferidas 

para balões de volumes, sucessivamente, superiores (figura 1 (2)). Sempre que foi atingido 

um número mínimo de células na cultura, estas foram transferidas. A primeira 

http://www.necton.pt/
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transferência ocorreu a partir de culturas existentes no laboratório, em placa ou em 

suspensão, armazenados na câmara de cultura. O aumento de escala ocorreu com uma 

diluição de aproximadamente 1:10 até chegarem a volumes suficientes elevados para os 

Green Walls (GW) (figura 1 (3)) e mais tarde para os PBRs de 15000 L (figura 1 (4)) 

(Andersen, 2005).  

No laboratório a temperatura foi monitorizada (23°C), já o fotoperíodo e a intensidade e 

qualidade da radiação incidente foram de acordo com as condições ambientais presentes 

no exterior. Cada balão teve duas perfurações na rolha que permitiram a entrada e saída 

de ar. Na entrada de ar, um tubo permite um arejamento contínuo e uma  boa 

homogeneização da cultura, injetando ar e CO2 para a cultura. A água utilizada para a 

cultura de microalgas foi proveniente da Ria Formosa, tendo sido previamente ultrafiltrada. 

Possuiu uma salinidade de 33 PSU e antes da utilização foi esterilizada por autoclavagem a 

121°C durante 40 minutos. Após ocorrer o aumento de escala foi-lhes acrescentado meio 

nutritivo (Nutribloom®) na quantidade de 2 mL/L. O Nutribloom® utilizado é um meio 

produzido pela Necton, S.A., a sua composição química é conhecida, com um mínimo de: 

2,800% de Azoto; 0,310% de Fósforo; 0,112% de Ferro; 0,014% de Zinco; 0,006% de 

Manganésio; 0,005% de Magnésio; 0,001% de Molibdénio; 0,001% de Cobalto; 0,001% de 

Cobre; 0,0035% de Tiamina; 0,0005% de Biotina; 0,0003% de B12. 

Quando as culturas de microalgas atingiram densidades óticas (DO) de ≈ 4,0 no caso da 

Nannochloropsis sp. (540 nm) e ≈ 2,5 na S. costatum (450 nm), estas foram transferidas 

para os GW, no exterior.  

Os Green walls são PBRs, utilizados pela Necton, S.A., para o aumento de escala entre as 

culturas de laboratório e os PBRs de produção (15000 L) com um volume de 100 a 800 L. 

As estruturas são constituídas por um saco de plástico (polietileno de baixa densidade) 

suportados por uma armação de ferro, no interior um tubo na base do saco permite a 

recirculação da cultura através da injeção de ar e CO2. O saco foi preenchido com água 

salgada ultrafiltrada proveniente da Ria Formosa, com uma salinidade de 33 PSU e tratada 

com hipoclorito de sódio (NaClO) na proporção de 1 mL/L de água. O NaClO atuou num 

período mínimo de 30 minutos. Após a desinfeção o cloro foi eliminado com a adição de 
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tiossulfato de sódio (Na2S2O3) (0,5 mL/L). A ausência do cloro foi verificada através do teste 

de cloro (tiras de medição de cloro). Procedeu-se à inoculação das microalgas, sendo que, 

20% do volume de cada GW foi preenchido com o inóculo da microalga. As microalgas 

foram transferidas para GW com volumes superiores até atingirem os GW com 800 L. 

Diariamente, foi retirado uma amostra num tubo falcon (50 mL) para proceder a análises 

bioquímicas. Foi verificado o crescimento celular através da DO, e interpolado por 

intermédio de retas de calibração pré-definidas com base no peso seco (PS) e no número 

de células por mL. As células foram observadas ao microscópio, foi medido o pH da cultura 

e ainda, duas vezes por semana, foi determinada a concentração de nitratos. Os nutrientes 

na cultura foram repostos pela adição da quantidade adequada de Nutribloom®, sendo, no 

caso da S. costatum, acrescentado 2 mL/L de silicatos (23 g/L [Na2SiO3.5H2O]). 

Os PBRs foram inicialmente preenchidos com água salgada, o mesmo processo que ocorreu 

nos GW foi repetido no PBR. Os PBRs tubulares têm uma capacidade de 15000 L e foram 

inoculados com as microalgas de interesse. Tal como aconteceu com os GW, os PBRs foram 

monitorizados diariamente, tendo sido realizadas as mesmas análises. Quando necessário 

foi adicionado maior quantidade de CO2 (controlado através dos valores de pH) e ainda foi 

fornecido Nutribloom® duas vezes por semana quando se verificou carência de nutrientes. 

Tal como nos GW, no caso da S. costatum foi também suplementada com silica (2 mL/L a 

23 g/L [Na2SiO3.5H2O]). 

As culturas no exterior estiveram submetidas ao fotoperíodo correspondente da época do 

ano em que decorreu o estudo, assim como à temperatura ambiente. Os sistemas de 

produção (PBR tubulares e GW) apresentam um sistema de refrigeração que teve como 

função evitar que atingissem, no seu interior, temperaturas superiores a 30˚C. O sistema 

de refrigeração era composto por aspersores de rega que fornecia água de forma a 

arrefecer todo o sistema, se necessário.  

Sendo uma produção semi-contínua, quando estas atingiram concentrações celulares 

ideais, uma parte do volume foi recolhido e submetida a um processo de centrifugação 

para o aproveitamento da biomassa. 
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2.2 Condições de produção 

 

A produção industrial de biomassa de microalgas foi realizada em PBRs tubulares com 

15000 L de capacidade e uma área de ocupação de 340 m2. O sistema foi composto por 

tubos de polimetil metacrilato (PMMA) com um diâmetro de 63mm. 

Parte da cultura [2000-6000L] foi recolhida para centrifugação enquanto que, a restante 

cultura foi renovada com um meio de crescimento novo. Ambos os reatores foram 

cultivados a uma salinidade de 33 PSU, a uma velocidade de circulação de 1,0 m/s e a um 

ponto de ajuste de pH para a injeção de CO2. O pH é ajustado para 8,5 no caso da 

Nannochloropsis sp. e 9,0 no caso da S. costatum. Um sistema interno regista o pH e 

temperatura dentro do PBR em tempo real. 

Os ensaios decorreram entre as datas de 06.12.2017 e 13.03.2018, em Belamandil - Olhão 

(Sul de Portugal). 

 

2.3. Parâmetros analíticos: Físicos, Químicos e Produtividade 

 

A avaliação do crescimento da biomassa das microalgas foi avaliada por meio da medição 

da DO e PS. A necessidade de nutrientes e CO2 na cultura foram analisadas através das 

medições de nitratos e pH, respetivamente. 

 

2.3.1 pH 

 

O pH é medido em tempo real através de uma sonda inserida nos PBRs. A sonda permite o 

ajuste do pH por meio de CO2, assim sendo o pH é ajustado a 8,5 no caso da microalga 

Nannochloropsis sp. e 9,0 para a S. costatum. O pH foi confirmado diariamente, em 

laboratório, através de uma sonda de pH portátil (pHep® HANNA).  
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2.3.2 Nitratos 

 

A concentração de nitratos nas culturas foi medido duas vezes por semana, utilizando um 

protocolo desenvolvido pela Necton, S.A.. Sempre que necessário foi acrescentado à 

cultura nutrientes - NutriBloom® (Necton, S.A.) - ajustando dessa forma o volume 

adicionado às necessidades das mesmas. 

A quantificação foi realizada pelo método de rastreio espectrofotométrico a ultravioleta 

(UV). Para a quantificação foram realizadas leituras para cada amostra a 220 nm e a 275 

nm (Shimadzu).   A medição através destes comprimentos de onda permitiram diferenciar 

a quantidade de nitratos presentes na amostra pois, os nitratos absorvem fortemente a 

radiação UV. A matéria orgânica e outros solutos também absorvem a radiação a 220 nm. 

A leitura a 275 nm permitiu corrigir os valores de nitratos, visto que, a este comprimento 

de onda apenas a matéria orgânica e os outros solutos são absorvidos  (APHA, 2000).  

 

2.3.3 Curvas de crescimento 

 

A partir das amostras retiradas dos tubos de PBRs foi medida a absorbância (DO) num 

espectrofotómetro UV mini-240 (Shimadzu). Para a microalga Nannochloropsis sp. a 

densidade ótica (DO) foi medida através de um comprimento de onda de 540 nm, na S. 

costatum foi medida a 450 nm. 

O valor esteve compreendido entre 0 e 1. Sempre que a concentração da cultura era 

elevada, a leitura da DO era superior a 1, desta forma, foi necessário realizar diluições com 

água salgada (1:10 ou 1:20). 

 

2.3.4 Avaliação da biomassa – Taxas de crescimento 

 



 
 

38 
 

As taxas de crescimento específicas foram determinadas através do PS, medido durante a 

fase de crescimento exponencial em função do tempo. 

O PS foi realizado de acordo com o procedimento da Necton, S.A.. Tendo sido, utilizado um 

sistema de filtração (DYMAX 30) e filtros com um tamanho de poro de 1,5 µm da VWR.  

Todos os filtros antes da sua utilização foram previamente lavados com 20 mL de água 

destilada e 2 mL de formiato de amónia 0,5M (31,53 g/L). Posteriormente, os filtros foram 

colocados na estufa a 60˚C, durante um mínimo de 24 horas. Após estarem totalmente 

secos, os filtros foram retirados da estufa e colocado no exsicador por um período mínimo 

de 15 minutos, até atingirem a temperatura ambiente. Seguidamente foram pesados e o 

seu peso inicial foi registado (Pi).  

Os filtros foram colocados na rampa de filtração e a cultura colocada no copo para ser 

filtrada. Para culturas pouco concentradas foi utilizado um volume de 20 mL de cultura e 

para as mais concentradas foi utilizado apenas 10 mL (cultura previamente 

homogeneizada). Devido a serem culturas marinhas, foi necessário limpar o filtro com 

formiato de amónia, o volume de formiato de amónia correspondeu ao volume adicionado 

de cultura, de forma a dissolver os sais presentes na amostra. Para cada amostra foram 

realizadas três réplicas que, posteriormente, foram colocadas na estufa por um período 

mínimo de 48h.  

Após serem retirados da estufa os filtros foram colocados no exsicador até atingirem a 

temperatura ambiente. Seguidamente, foram pesados, novamente, e anotado o peso do 

filtro (Pf).  

Para obter o valor de PS foi utilizado a seguinte fórmula:  

𝑃𝑆 =
𝑃𝑓 − 𝑃𝑖

𝑉
 

PS expresso em mg/mL. 

Em que, 

Pf – peso final do filtro com a amostra (mg); 
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Pi – peso inicial do filtro (mg); 

V – volume da amostra (mL). 

Foram criadas retas de calibração para todas as espécies produzidas na Necton S.A.. A recta 

de calibração utilizada para a S. costatum é: y=0,3948x+0,1352 

e, no caso da Nannochloropsis sp.: y=0,1791x+0,0403 

Onde, 

Y – peso seco 

X – densidade ótica   

 

2.3.5 Produtividade 

 

A produtividade, é a capacidade de um sistema produzir biomassa, esta é expressa em 

termos de volume da cultura e da área da superfície. A produtividade volumétrica da 

biomassa (Pv, g/L/d) foi determinada de acordo com a seguinte fórmula (Durmaz and Erbil, 

2017): 

𝑃𝑣 =
𝑋𝑓 − 𝑋𝑖

∆𝑡
 

Onde, 

Pv – produtividade volumétrica  

Xf – concentração final da biomassa (g/L) 

Xi – concentração inicial da biomassa (g/L) 

Δt – intervalo de tempo (dias) 

 

A produtividade areal de biomassa (Pa, g/L/d) e a produtividade volumétrica são 

relacionadas segundo (Durmaz and Erbil, 2017): 
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𝑃𝑎 =
𝑉(𝑋𝑓 − 𝑋𝑖)

∆𝑡
 

Onde, 

Pa –  produtividade areal 

V – volume da cultura por 1 m2 

 

2.4 Análise de dados 

 

Para os ensaios realizados, foram calculados médias e desvios padrões com base nos dados 

recolhidos. Foram, ainda, calculadas variáveis de respostas, tais como, produtividade da 

biomassa volumétrica e areal, usando o SPSS (versão 25). 
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3. Resultados  

3.1 Cultura de Skeletonema costatum  

 

O ensaio relativo à espécie S. costatum decorreu entre os dias 6 de dezembro e 20 de 

fevereiro. Os dados do cultivo, taxa de crescimento, assim como, as condições ambientais 

(temperatura máxima e mínima) registadas na região, foram apresentados na figura 2. 

A figura 2 (A) representa os GWs que deram origem ao PBR tubular (15000 L) de S. 

costatum. Atingiram um máximo de 5,63 (GW 1) e 5,05 (GW 2). O GW 2 foi originário de 

um outro GW pelo que a DO inicial é superior. 

 

 

Figura 2. Cultivo de S. costatum em escala industrial. A- Crescimento em GW de 800 L. B- 

Crescimento em PBRs tubulares de 15000 L. C- Taxa de crescimento, com representação das 

renovações efetuadas em PBR. D- Temperatura (máxima e mínima) registada em Faro (Lat. 

37,015335; Long. -7,972328), durante os dias de ensaio. 
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A figura 2 (B) mostra o padrão de crescimento da S. costatum em PBR tubular. A cultura 

obteve um pico no crescimento ao 13º dia com uma DO de 3,85. Verificou-se um 

crescimento da cultura de aproximadamente 30 dias, embora se tenha verificado nos 

restantes dias uma diminuição no crescimento. A produção desta microalga terminou ao 

41º dia com uma DO de 0,97. A totalidade da biomassa foi retirada por centrifugação. 

Na figura 2 (C) está representado a taxa de crescimento que a cultura atingiu ao longo da 

sua produção. A cultura foi inicialmente inoculada com um volume de 8000 L mas só ao 7° 

dia completou os 15000 L. Sendo uma cultura semi-continua as renovações ocorreram ao 

longo do cultivo desta microalga. Assim, as renovações registaram-se no 13° dia (3000 L), 

19°, 20°, 21°, 26° e 27° dias (2000 L) e por fim no 36° dia (6000 L).  

A temperatura máxima registada na região foi de 21˚C contrastando com a temperatura 

mínima registada de 3˚C (figura 2 D). 

No GW o pH esteve compreendido entre 8,51 e 9,56, enquanto nos PBRs os valores ficaram 

compreendidos entre 8,16 e 8,70. 

Para a cultura em reator foi calculado a respetiva produtividade volumétrica e areal (total 

e máxima). Os valores estão representados na tabela 1. 

 

Tabela 1. Produtividade da biomassa volumétrica e areal apresentada em PS da cultura de 

S. costatum cultivada em PBR tubular de 15000 L. 

Produtividade volumétrica Produtividade areal 

Total Máxima Total Máxima 

0,039 g/L/d 0,320 g/L/d 1,708 g/m2/d 14,108 g/m2/d 

 

3.2 Cultura de Nannochloropsis sp. 

 

A microalga Nannochloropsis sp. inicialmente cultivada em dois GWs e, posteriormente, 

transferida para o PBR (figura 3 [A]). Em 6 dias atingiu uma DO de 2,95 (GW 3) e 2,59 (GW4). 
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Na figura 3 (B) é possível observar o crescimento da cultura de Nannochloropsis sp., em 

PBR, ao longo de 49 dias. O último dia de produção corresponde à DO mais elevada (14,77). 

A totalidade da biomassa foi colhida através centrifugação. 

A taxa de crescimento foi também calculada com base nos dados obtidos, estando 

representados na figura 3 (C). A cultura foi inicialmente inoculada com água a 33 PSU 

perfazendo um total de 15000 L. A primeira renovação ocorreu ao 16º dia (4000 L), outras 

renovações sucederam-se: 22º dia (4000 L), 24º dia (3000 L), 29º dia (6000 L), 34º dia (3400 

L) e 42º dia (6000 L). Atingiu uma taxa de crescimento máximo de 3,59 ao dia 34. 

As temperaturas atingidas durante o ensaio (16/01/2018 a 13/03/2018) estão 

representadas na figura 3 (D). A temperatura máxima registada durante o período de 

ensaio foi de 20˚C, enquanto que a temperatura mínima foi de 3˚C. 

 

Figura 3. Cultivo de Nannochloropsis sp. em escala industrial. A- Crescimento em GW de 800 L. B- 

Crescimento em PBRs tubulares de 15000 L. C- Taxa de crescimento, com representação das 
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renovações efetuadas. D- Temperatura (máxima e mínima) registada em Faro (Lat. 37,015335; 

Long. -7,972328), durante os dias de ensaio. 

 

O pH em GW esteve compreendido entre 8,41 e 8,80. No entanto, em PBR atingiu valores 

de 7,37 e 8,34. 

Para a cultura em reator foi calculado a respetiva produtividade volumétrica e areal (total 

e máxima). Os valores estão representados na tabela 2.  

 

Tabela 2. Produtividade da biomassa volumétrica e areal apresentada em PS da cultura de 

Nannochloropsis sp. cultivada em PBR tubular de 15000 L. 

Produtividade volumétrica Produtividade areal 

Total Máxima Total Máxima 

0,111 g/L/d 0,595 g/L/d 4,899 g/m2/d 26,233 g/m2/d 
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4. Discussão  

 

As células algais têm características promissoras que as diferem das outras fontes de 

biomassa. Assim sendo, são a base da cadeia alimentar marinha, por serem ricas em 

proteína e lípidos com um equilibrado perfil de aminoácidos (Beal et al., 2018). A intensiva 

exploração da aquacultura e dos restantes sectores onde as microalgas têm-se mostrado 

fundamentais, obriga a um desenvolvimento e otimização na produção industrial das 

mesmas. 

A produção em PBRs tubulares fechados constituem uma vantagem relativamente aos 

raceways abertos, não apenas pela diminuição da probabilidade de contaminações 

externas, mas também, por ter um rendimento total mais elevado (Durmaz and Erbil, 

2017). 

O presente estudo demonstrou o sucesso do aumento de escala de Nannochloropsis sp. e 

S. costatum, partindo de uma caixa de Petri até atingir PBRs de 15000 L. Estas duas espécies 

estão, assim, aptas de ser produzidas de uma forma industrial e aplicadas a novos 

contextos. 

A microalga S. costatum foi, pela primeira vez, produzida em escala industrial através de 

um PBR. A fase exponencial em GW ocorreu mais lentamente, demorando 

aproximadamente 30 dias até atingir concentrações celulares adequadas à transferência. 

Segundo Uddin e Zafar  (2007) a temperatura ótima ao crescimento desta microalga é de 

25-27˚C, as temperaturas aquando do seu cultivo eram menores, o que justificando a lenta 

divisão celular. 

Em PBR verificou-se um decaimento no crescimento da cultura a partir do dia 30, não tendo 

sido apuradas as causas desta diminuição da concentração celular. O pH nesta cultura foi 

superior ao relatado por outros estudos, os valores mantiveram-se sempre superiores a 8,1 

(Michelis, 2002; Uddin and Zafar, 2007). A cultura parece reagir de forma positiva aos 

valores de pH utilizados. O facto desta microalga conseguir-se reproduzir em ambientes 

que seriam, à partida, desfavoráveis à mesma, permite diminuir a contaminação (poucos 
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contaminantes crescem em condições desfavoráveis) e predação, podendo ser cultivadas 

em diferentes condições ambientais (Griffiths and Harrison, 2009). 

A cultura monoalgal de Nannochloropsis sp. tem sido estudada em diferentes sistemas de 

produção. O estudo em questão foi realizado nos meses de inverno, onde a taxa de 

crescimento e o desempenho fotossintético está afetado, devido ao facto da temperatura 

ótima para esta microalga ser de 24-26˚C, como tem sido reportado em estudos anteriores 

(Sukenik et al., 2009; Tamburic et al., 2014). Ainda assim, verifica-se um crescimento rápido 

em GW, quando comparado com a outra microalga em estudo.  Em PBR obteve um 

crescimento contínuo e saudável. 

Ao comparar a produtividade areal máxima (26,233 g/m2/d) com as obtidas em outros 

estudos de produção de Nannochloropsis sp. (por exemplo, 3,45 g/m2/d e 23,90 g/m2/d), 

foi verificado uma produtividade superior neste estudo (Dogaris et al., 2015; Durmaz and 

Erbil, 2017).  

A produtividade volumétrica (total e máxima) foi superior nesta microalga 

(Nannochloropsis sp.) em comparação com a diatomácea (S. costatum), também em 

estudo. O mesmo foi concluído no caso da produtividade areal (total e máxima). 

As culturas de S. costatum e Nannochloropsis sp. obtiveram taxa de crescimento máximas 

semelhantes, 3,17 e 3,59, respetivamente. Sendo estas definidas pelas condições 

ambientais a que estão sujeitas (Durmaz and Erbil, 2017). 

Assim, conclui-se, que este sistema de produção é eficaz para a produção da microalga da 

família Eustigmatophyceae e diatomácea Bacillariophyceae, estando adaptadas a 

condições ambientais no pico do inverno de Belamandil, Olhão. 
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5. Conclusão 

 

Foi realizado com sucesso o aumento de escala de culturas monoalgais de S. costatum e 

Nannochloropsis sp. até atingirem a escala industrial em PBR tubulares. A produção por um 

período de 41 e 49 dias, respetivamente foi realizado num sistema de produção semi-

contínuo. A microalga Nannochloropsis sp. não sofreu qualquer colapso ou contaminação 

por competição de outra microalga, em contraste com a S. costatum, que ao final de 30 

dias a cultura sofreu uma diminuição no crescimento. 

Apesar das condições climatéricas não serem as mais apropriadas ao cultivo destas 

microalgas, ambas as espécies apresentaram produtividades (areal e volumétricas) 

elevadas quando comparadas com as mesmas espécies em diferentes sistemas de cultivo. 

Ainda assim, a Nannochloropsis sp. apresenta valores superiores em comparação com a S. 

costatum, mostrando-se mais bem-adaptada ao sistema utilizado. 
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Atividade antibacteriana de extratos de microalgas marinhas cultivadas em 

sistemas industriais 

 

Resumo 

As aquaculturas, de todo o mundo, sofrem perdas económicas devido a agentes 

patogénicos, principalmente da família Vibrionaceae. As microalgas têm um papel 

fundamental nesta indústria, por serem a base da cadeia alimentar. 

 De modo a testar o potencial antibacteriano, seis microalgas produzidas em 

fotobiorreatores industriais (Phaeodactylum tricornutum, Skeletonema costatum, 

Nannochloropsis sp., Porphyridium cruentum, Isochrysis galbana e Tetraselmis chuii) foram 

testadas quanto à sua capacidade de inibir o crescimento de três estirpes bacterianas 

patogénicas de peixes e bivalves (Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum e Photobacterium 

damselae subsp. piscicida). A atividade antibacteriana de extratos, destas microalgas, foi 

determinada pelo método de difusão em poço. 

 Todos os extratos (acetato de etilo, acetona, etanol e hexano) testados, a diferentes 

concentrações, foram comparados com o Dimetilsulfóxido (DMSO) e testados o grau de 

significância para p<0,05. Os dados revelaram que a P. damselae subsp. piscicida foi a 

bactéria mais sensível. Por sua vez, a microalga mais eficiente foi a S. costatum destacando-

se o extrato de acetato de etilo e acetona. A caracterização bioquímica dos extratos revelou 

que o composto bioativo com potencial antibacteriano é a fucoxantina. 

 

Palavras-chave: Aquacultura, microalgas marinhas, extratos de microalgas, Vibrionaceae, 

Skeletonema, atividade antibacteriana. 
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1. Introdução 

 

O crescimento da população mundial colocou a segurança alimentar como uma das 

prioridades mais prementes. A aquacultura possibilita a produção de elevadas quantidades 

de proteína num reduzido período de tempo. Assim, permite que exista um maior 

desenvolvimento económico e uma maior estabilidade social em todo o mundo (FAO, 

2018; Ina-Salwany et al., 2018; Novais et al., 2018) 

Os microrganismos têm um papel preponderante na aquacultura. O equilíbrio entre os 

microrganismos comensais e parasitas é fundamental para a saúde dos organismos (Gómez 

and Balcázar, 2008; Minniti et al., 2017). Quando os animais produzidos em aquacultura 

são submetidos a stress ou a antibióticos esse equilíbrio é destruído e estes organismos 

podem ser alvo de infeções (Boutin et al., 2013; Carlson et al., 2015; Minniti et al., 2017), 

encontrando-se as bactérias da família Vibrionaceae como umas das que afetam 

gravemente as aquaculturas de peixes e bivalves (Cao et al., 2018; Dubert et al., 2017; Leite 

et al., 2017). Esta família agrupa 12 géneros, entre os quais: Aliivibrio (2007); Enterovibrio 

(2002); Listonella (1986); Grimontia (2003]; Photobacterium (1889); Salinivibrio (1996); 

Vibrio (1854) (Ina-Salwany et al., 2018; Rosenberg et al., 2013). As espécies de Vibrio são 

encontrados em ambientes aquáticos, estuarinos e marinhos, incluído em sedimentos, 

sendo estes um dos grandes responsáveis por infeções em aquaculturas (Rosenberg et al., 

2013). Estas infeções estão associadas a espécies de Vibrionaceae tais como, Vibrio 

alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. harveyi, V. anguillarum e ainda, P. damselae subsp. 

damselae e Photobacterium damselae subsp. piscicida (conhecida como Pasteurella 

piscicida) (Ina-Salwany et al., 2018). 

As vibrioses foram referidas como sendo uma das principais causas de morte em 

aquacultura (Ina-Salwany et al., 2018; Leite et al., 2017). Segundo a Food and Agriculture 

Organization (FAO) os problemas com estas espécies tende a aumentar devido às 

alterações climáticas. Com temperaturas mais elevadas (>15˚C) e uma salinidade menor 

(<25 PSU), estas bactérias têm as condições ótimas para o seu crescimento (FAO, 2016). As 

vibrioses não são a única infeção que preocupa os aquacultores, as septicémias causadas 



 
 

57 
 

pela P. damselae subsp. piscicida provoca mortalidade massiva numa ampla gama de 

hospedeiros (Essam et al., 2016) tal como, em casos de resistência a alguns antibióticos 

(Essam et al., 2016; Ina-Salwany et al., 2018). 

Por consequência, a consciencialização para os fatores adversos dos antibióticos têm tido 

um especial destaque nos últimos anos. Desta forma, outras alternativas têm sido 

desenvolvidas para a minimização dos efeitos de agentes patogénicos em aquacultura. 

Vários mecanismos são utilizados para este efeito, os bacteriófagos, através da terapia 

fágica, têm sido estudados como potenciais soluções para a eliminação de bactérias 

patogénicas, como é o caso das Vibrionaceae (Kalatzis et al., 2018). Os probióticos têm 

mostrado grandes benefícios quando aplicados a aquaculturas, seja através da competição 

pelo espaço, competição por químicos ou energia, imunomodulação ou ainda através da 

produção de compostos antimicrobianos (Zorriehzahra et al., 2016). Os compostos 

antimicrobianos não são apenas encontrados em bactérias, as microalgas também têm sido 

estudadas para este fim. Relativamente às microalgas, estas são utilizadas em aquacultura 

através da técnica da água verde, sendo fundamentais como ração, por serem o alimento 

da base da cadeia alimentar de várias espécies, principalmente nas fases mais jovens ou 

larvares (Falaise et al., 2016; Fan et al., 2014; Giordano et al., 2018). 

As microalgas têm a capacidade de sintetizar compostos orgânicos, que são acumulados ou 

excretados como metabolitos primários e secundários. Nos últimos anos foram 

amplamente estudadas pela capacidade de produzir composto bioativos (Jyotirmayee et 

al., 2014). Estudos mostram que as microalgas tem funções anticancerígenas, 

antioxidantes, anti-inflamatórias, anticoagulante e antimicrobianas (Falaise et al., 2016; 

Fan et al., 2014; Giordano et al., 2018). Destas têm um especial interesse, por já serem 

aplicadas à aquacultura, as espécies que aqui mais se destacaram foram a Skeletonema sp., 

Tetraselmis sp., Nannochloropsis sp. e Isochrysis sp. (El-sayed et al., 2014; Kokou et al., 

2012a; Molina-Cárdenas et al., 2014). 

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo principal, verificar a atividade de 

seis espécies de microalgas produzidas pela empresa Necton, S.A., sobre três estirpes de 

Vibrionaceae prejudiciais para a aquacultura. Foi, ainda, objetivo verificar que frações da 
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biomassa de microalgas produzidas fornecem a atividade antimicrobiana e qual o 

composto bioativo com esta função.  
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2. Material e métodos 

O presente trabalho decorreu nas instalações da empresa Necton, S.A. e nos laboratórios 

do grupo MarBiotech, pertencente ao Centro de Ciências do Mar CCMAR, da Universidade 

do Algarve. 

 

2.1 Material Biológico  

Para a realização deste estudo foram utilizadas seis microalgas incluídas nos grupos 

Heterokontophyta, das quais duas diatomáceas (Bacillariophyceae) Phaeodactylum 

tricornutum Bohlin 1898, Skeletonema costatum (Greville) Cleve 1873 e uma 

Eustigmatophyceae, Nannochloropsis sp.; Rhodophyta, Porphyridium cruentum (S.F.Gray) 

Nägeli 1849; Haptophyta, Isochrysis galbana Parke 1949 e Chlorophyta, Tetraselmis chuii 

Butcher, 1959 provenientes da coleção da Necton, S.A.. 

As estirpes de bactérias (V. alginolyticus, V. anguillarum e P. damselae subsp. piscicida) 

foram isoladas a partir de amostras de peixes infetados obtidas no Instituto Português do 

Mar e da Atmosfera de Olhão (IPMA-Olhão). 

 

2.2 Isolamento e identificação de estirpes bacterianas 

 

2.2.1 Isolamento 

O isolamento e identificação das estirpes de V. alginolyticus, V. anguillarum. e P. damselae 

subsp. piscicida realizou-se através métodos convencionais em meio Thiosulfate-citrate-

bile salts-sucrose agar (TCBS; ISO - VWR). Técnicas moleculares foram, posteriormente, 

utilizadas para identificar/confirmar a identidade dos isolados. 

 

Para esse efeito, foi utilizado o meio seletivo agarizado, TCBS agar (ISO – VWR), por meio 

da técnica de sementeira à superfície com incubação a 23,5°C ± 1˚C durante 24-48h ± 3h. 
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2.2.2 Extração, análise, amplificação de DNA e identificação das estirpes bacterianas 

O DNA bacteriano total foi extraído por recurso ao Kit Quick-gDNA Miniprep (Zymo 

Research®). Neste protocolo foi usado um Buffer que lisa as células, uma coluna de recolha 

do DNA, Buffers para lavagem e por fim um Buffer de eluição do DNA. A amostra foi 

armazenada a -20˚C. 

Sequências de DNA foram amplificadas por recurso à reação em cadeia da polimerase (PCR 

- Polymerase chain reaction). 

Para Vibrio sp. foram utilizados os primers: forward F46 (5’-GTC ARA TTG AAA ARC ART TYG 

GTA AAG G-3’) e reverse R734 (5’-ACY TTR ATR CGN GTT TCR TTR CC-3’), os quais permitem 

selecionar um produto de PCR com 689 bp de tamanho, que codifica o gene específico para 

a proteína Recombinase A  (Kim et al., 2015). 

Para a amplificação de sequências de DNA de V. alginolyticus fez-se recurso aos primers 

para V. alginolyticus também descritos por Kim e coautores (2015). Estes, tiveram como 

alvo uma sequência de 199 bp, sendo os primers escolhidos: forward VA-1198230-F (5’-

ACG GCA TTG GAA ATT GCG ACT G-3’) e reverse (5’-TAC CCG TCT CAC GAG CCC AAG-3’) 

(Kim et al., 2015).  

A mistura de reação, para um volume final de 25 µL, foi constituída por: 2 µL de 

desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTPs; 0,8 mM), 0,5 unidades de Taq Polimerase do 

DNA, 5 µL de GoTaq Buffer, 5 µL de MgCl2 (25 mM), primers para Vibrio sp. 2,5 µL (1 µM) 

(primers forward e reverse) e para V. alginolyticus 0,25 µL (0,1 µM) e 2 µL DNA template 

(25 ng; NP80; IMPLEN®) e ajustado ao volume final com água MilliQ (Millipore Milliq 

Synthesis A-10).  

A amplificação de DNA deu-se num termociclador (2720 Thermal Cycler; Applied 

Biosystems) com uma desnaturação inicial a 94˚C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 94˚C 

por 30s, 60˚C por 30s e 72˚C por 30s. A reação foi finalizada por um alongamento durante 

10 min a 72˚C e mantida a 4˚C (Kim et al., 2015). 
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Para a amplificação do V. anguillarum foram usados primers:  forward (5’ -TTC CGT GCT 

ACT GGC GAG GTT-3’) e reverse (5’- CGG CTG ATA CTG GTA GTG CTG-3’). Tiveram como 

alvo a sequência do gene empA de 207 bp. Para deteção do V. anguillarum, cada PCR foi 

constituído por 18 µL de Master Mix e 2 µL (20 ng [Nanofotómetro - NP80; IMPLEN®]) do 

DNA template de interesse a amplificar. A Master Mix foi constituída por: 0,20 mM de 

dNTPs, 1,25 unidades de Taq Polimerase, 5 µL de GoTaq Buffer (10x), 2 µL de MgCl2 e, ainda, 

os primers forward e reverse 2 µL (1 µM). A amplificação foi obtida por meio de um 

termociclador (2720 Thermal Cycler; Applied Biosystems): 95 ˚C por 5 minutos; 30 ciclos de 

94 ˚C durante 30 s, 60 ˚C num período de 30 s e 1 min a 72 ˚C; por fim, é mantido a 72˚C 

durante 7 min. As amostras foram armazenadas a 4˚C (Chen et al., 2011). 

Finalmente, o último conjunto de primers utilizados são específicos para P. damselae subsp. 

piscicida (fragmento de 410 bp responsável pelo gene polissacarídeo capsular). Os primers 

usados amplificam o gene polissacarídeo capsular: CPS-F (5’-AGG GGA TCC GAT TAT TAC 

TG-3’) CPS-R (5’-TCC CAT TGA GAA GAT TTG AT-3’). A reação de PCR foi efetuada com 10 

µL de DNA template, 5 µL de Buffer PCR (10x), 2 µL (25mM) de MgCl2, 1 µL (0,2 mM) de 

cada dNTP, 1 µL (1 µM)  de cada primer, 1,25 unidades de Taq DNA Polimerase e água 

destilada MilliQ até perfazer o volume da reação de 50 µL (Rajan et al., 2003). No 

termociclador (2720 Thermal Cycler; Applied Biosystems) a desnaturação inicial ocorre a 

94 ˚C durante 5 min, seguida de 35 ciclos de desnaturação (94 ˚C por 30 s, o 

emparelhamento a 55 ˚C durante 30 s e o alongamento a 72 ˚C por 1 min. A reação foi 

terminada a 72 ˚C durante 7 min e armazenada a 4 ˚C  (Rajan et al., 2003).  

Os produtos de PCR obtidos foram carregados num gel de agarose, preparado com agarose 

(1%) e TAE (1x de Tris-acetato EDTA).  O primeiro poço (marcador) foi carregado com 2 µL 

de água MilliQ e 1 µL de 100-1000 bp ladder (Thermo Fisher Scientific®). Nos seguintes 

poços foram carregadas as amostras: 5 µL de produto de PCR, 2 µL de Green GoTaq Buffer 

e 1 µL de Gel Red (1:1000). O gel correu durante 35 min, a 120 V. No final o resultado foi 

observado num transiluminador à luz ultra-violeta (UV) (BIO-RAD®). 
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2.3 Teste de atividade antimicrobiana – Método de difusão em poço 

 

As estirpes foram cultivadas em meio TSB (Tryptic Soy Broth) e a sua sensibilidade aos 

diferentes extratos testada após um período incubação de 24h-48h.  

A densidade bacteriana foi avaliada por leitura de densidade ótica (DO) a 540 nm 

(espectrofotómetro UVmini-240). 

A carga microbiana utilizada nestes ensaios correspondeu a uma DO de 0,600 ± 0,100, 

tendo sido ajustada, sempre que necessário, ao valor através de diluição em TSB. 

Fez-se recurso ao método por difusão em poço em meio Müeller Hinton Agar (MH; VWR) 

(20 mL por placa de Petri) após inoculação, à superfície, de 100 µL de inóculo, para testar 

a sensibilidade de V. anguillarum, V. alginolyticus e Photobacterium damsela subsp. 

piscicida aos diferentes extratos de microalgas (Balouiri et al., 2016; Salgado and Roncari, 

2005). 

As placas com o inóculo das espécies de bactérias foram perfuradas com um tubo de metal, 

diâmetro de 5,28 mm, e, a cada utilização, o mesmo foi esterilizado à chama. 

Para cada amostra, foram realizadas três diluições, em DMSO: 0,1 mg/mL, 1,0 mg/mL e 

10,0 mg/L. O DMSO (100 µL) foi utilizado como controlo negativo e a Canamicina (5 mg/mL) 

como controlo positivo (Hossain et al., 2012). Todos os testes foram efetuados com 3 

réplicas cada, com aplicação, por poço, de 100 µL de extrato ou substância a testar. 

As placas foram colocadas na estufa a 23,5°C ± 1˚C. Os resultados foram observados ao fim 

de 48h e registados. 

 

2.4 Cultura de microalgas, extratos e ensaios de sensibilidade 

2.4.1 Cultura de microalgas 

Todas as espécies de microalgas utilizadas neste estudo (I. galbana, Nannochloropsis sp., 

P. cruentum, P. tricornutum, S. costatum e T. chuii) foram produzidas em fotobiorreatores 

(PBRs) industriais tubulares na Necton, S.A.. Para atingirem os PBRs tubulares de escala 



 
 

63 
 

industrial (15000 L) foi realizado aumento de escala a partir de placa de agar. O crescimento 

foi realizado em semi-contínuo, todo o processo é apresentado no capítulo II.    

 

2.5 Preparação de extratos 

 

Foram preparados extratos orgânicos de hexano, acetato de etilo, etanol e acetona a partir 

de biomassa liofilizada das estirpes I. galbana, Nannochloropsis sp., P. cruentum, P. 

tricornutum, S. costatum e T. chuii. Neste contexto, foi adicionado uma grama de biomassa 

e 40 mL do solvente correspondente (1:40, m/v) a erlenmeyer’s cobertos com papel de 

alumínio. A extração foi realizada overnight à temperatura ambiente num agitador 

magnético. 

Após a extração, os extratos foram filtrados numa primeira fase com papel de filtro (20-

25µm; Figura 1) e posteriormente, com o auxílio de uma seringa através de um filtro PTFE 

(politetrafluoroetileno) com uma porosidade de 0,2µm. 

 

Figura 1. Filtração dos extratos através de filtros de papel de 20-25µm. 
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Os extratos foram de seguida transferidos para um balão de fundo redondo e evaporados 

até à secura num evaporador rotativo (IKA RV 10 digital) a 40°C. 

A massa de cada extrato foi dissolvida em DMSO (VWR) a uma concentração 50 mg/mL. 

Posteriormente foi testado a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a diferentes 

concentrações. 

A extrato de S. costatum foi ainda fracionado, purificado e identificado de acordo com a 

sequência apresentada na figura 2 como explicada nos subtópicos 2.5.1 a 2.5.3. 

 

Figura 2. Resumo da purificação do extrato de S. costatum (SKC) em acetato de etilo (AE). F 1.1 – 

Hexano; F 1.2 – 20% de acetato de etilo em hexano; F 1.3 – 40% de acetato de etilo em hexano; F 

1.4 – 60% de acetato de etilo em hexano; F 1.5 – 80% de acetato de etilo em hexano; F 1.6 – acetato 

de etilo; F 1.7 – 20% metanol em acetato de etilo; F 2.1- primeira fração do TLC preparativo; F 2.2 

segunda fração do TLC preparativo; F 2.3 terceira fração do TLC preparativo; F 2.4 quarta fração do 

TLC preparativo. 

SKC - AE

F 1.1 F 1.2 F 1.3 F 1.4 F 1.5

F 2.1 F 2.2

Fucoxantina

HPLC

F 2.3 F 2.4

TLC preparativo

F 1.6 F 1.7

Cromatografia 
em coluna de 

silica +TLC
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2.5.1 Fracionamento dos extratos por cromatografia em coluna de sílica 

Para preparação de frações com potencial antimicrobiano foi realizado uma 

cromatografia em coluna de sílica gel. 

A coluna foi preenchida de baixo para cima com: algodão hidrófilo, areia, sílica gel ativada 

(70°C overnight), com uma malha entre 70 a 130 µm, adicionado hexano (100 g sílica 

gel:500 mL hexano), extrato liofilizado e algodão hidrófilo (figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cada extrato foi ressuspenso em 50 mL de clorofórmio e adicionado 7 g de sílica gel ativada. 

O solvente foi evaporado num evaporador rotativo (IKA RV 10 digital), em vácuo. Toda a 

biomassa, em pó, foi inserida na coluna de cromatografia para seu fracionamento (Figura 

4). Posteriormente, procedeu-se ao fracionamento do extrato que começou com 300 mL 

de hexano (100%), que foi recolhido e, posteriormente, evaporado (condições descritas no 

parágrafo anterior). 

O extrato foi subsequentemente eluído com 300 mL de: hexano/acetato de etilo (80:20, 

v/v); hexano/acetato de etilo (60:40, v/v); hexano/acetato de etilo (40:60, v/v); 

hexano/acetato de etilo (20:80, v/v); acetato de etilo; acetato de etilo/metanol (80:20, v/v). 

Todas as frações foram separadas evaporadas nas mesmas condições que as descritas 

anteriormente. 

Algodão 

Areia 

Sílica 

Hexano 

Extrato 

Algodão 

Figura 3. Representação esquemática da coluna de sílica 
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Figura 4. Coluna de sílica com frações diferenciadas. 

 

 

2.5.2 Cromatografia em camada fina em placa 

O fracionamento dos extratos, provenientes da cromatografia em coluna de sílica, foi 

seguido por cromatografia de camada fina em placa (TLC -Thin-layer chromatography)  

As frações obtidas por cromatografia em coluna de sílica foram novamente suspensas em 

diferentes solventes ou misturas de diferentes solventes. Em diclorometano foram 

dissolvidos os extratos correspondentes às frações obtidas por eluição com hexano, 20 % 

e 40% de acetato de etilo em hexano em clorofórmio o extrato de 60% de acetato de etilo 

em hexano e, numa mistura de clorofórmio/metanol (2:1 v/v) os extratos de 80% de 
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acetato de etilo em hexano e o extrato de acetato de etilo e 20% de metanol em acetato 

de etilo. 

Os extratos aplicados em placas de sílica (Silica Gel 60G; Merck, Alemanha) que foram, de 

seguida, colocadas numa tina de vidro saturada com 10 mL de uma mistura de hexano, 

acetato de etilo e ácido acético em diferentes proporções (80:20:1; 85:15:1; 60:40:1; 

40:60:1, v/v/v) (Figura 5). As placas foram reveladas por imersão em iodo. 

 

 

Figura 5. Representação do reservatório do solvente e da placa de TLC durante o desenvolvimento 

do ensaio. 

2.5.3 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) 
 

Os extratos mais bioativos, da amostra de 80% de acetato de etilo e 100% acetato de etilo, 

foram analisados por HPLC. O sistema utilizado foi Dionex 580 HPLC system (DIONEX 

Corporation, Estados Unidos) equipado com um detetor PDA 100 Photodiode-array, uma 

bomba P680, ASI 100 Automated Injector e uma coluna STH 585, usando a coluna 

LiChroCART® RP-18 (5µm, 250×4mm, LiChrospher®) e o software Chromeleon®. 

A fase móvel é constituída por acetonitrilo:água 9:1 (v/v) como solvente A e acetato de 

etilo como solvente B. O programa aplicado foi: 0-16 min, 0-60% B; 16-30 min, 60% B; 30-

32 min 100% B; 32-35 min 100% A. Este processo decorreu a uma taxa de fluxo de 1 

mL/min. O volume de injeção foi 100 µL e a temperatura foi mantida a 20˚C. Os compostos 
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foram detetados a 450 nm e, no caso de ser um carotenóide, foi quantificado usando curvas 

de calibração para fucoxantina, violaxantina, luteína e β-carotenos (Couso et al., 2012). 

 

2.5.4 Cromatografia em camada fina preparativo 

 

As frações de 80% de acetato de etilo e 100% acetato de etilo, foram homogeneizadas em 

conjunto, de seguida, os solventes foram evaporados através da injeção de azoto gasoso. 

O extrato foi dissolvido em 2 mL de acetona e este foi aplicado na base de uma placa de 

vidro para TLC (20 cm x 20 cm).  Foi aplicado, como padrão, 150 µL fucoxantina. A placa 

após secar foi colocada numa câmara de vidro previamente saturada com 100 mL de 

hexano e acetato de etilo (40:60, v/v). 

As bandas obtidas, correspondentes a cada composto, foram destacadas da placa de vidro 

separadamente em tubos de ensaio e ressupensas em 10 mL de acetato de etilo 

(Enzymatic). Os extratos juntamente com a sílica foram filtrados num filtro de 20-25 µm de 

forma reter toda a sílica. Foi realizado, ainda, mais duas lavagens do extrato em sílica, cada 

uma com 10 mL de acetato de etilo. Foi retirado o solvente por meio de azoto gasoso. 

As amostras foram ressuspensas em DMSO (10 mg/mL) para posterior análise da atividade 

antimicrobiana. 

 

2.6 Analise de dados 

 

A atividade antibacteriana foi avaliada para os extratos de seis diferentes espécies de 

microalgas marinhas. Foram realizados extratos com acetato de etilo, acetona, etanol e 

hexano. Cada extrato foi testado nas concentrações de 0,1 mg/mL, 1 mg/mL e 10 mg/mL e 

testada a suscetibilidade em V. anguillarum, V. alginolyticus e P. damselae subsp. piscicida. 

Os valores relatados excluem o diâmetro do poço (Ø 5,28 mm) onde foi inserido o extrato. 
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Todos os dados são representados como média das três réplicas e o respetivo desvio 

padrão. 

Na análise de resultados, diâmetro do halo de inibição, foi aplicado o teste T para 

determinar se existe diferenças significativas entre as diferentes concentrações de 

solventes e o controlo negativo (DMSO), tendo sido considerada a inibição de crescimento 

bacteriano significativa para valores de p<0,05. Os testes estatísticos aplicados foram 

realizados com o software estatístico SPSS (versão 25). 
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3. Resultados 

3.1 Identificação das estirpes bacterianas 

 

A figura 6 mostra os amplicons correspondentes às estirpes em estudo (amplificação por 

PCR dos genes para Vibrio sp., V. alginolyticus, V. anguillarum e P. damselae subsp. 

piscicida). As amostras 1 a 6 correspondem às estirpes bacterianas esperadas, a amostra 6 

não amplificou para os primers correspondentes a P. damselae subsp. piscicida, assim 

sendo, esta alíquota não foi utilizada para os ensaios subsequentes.   

 

 

Figura 6. Eletroforese gel de agarose da amplificação dos produtos de PCR. A- Multiplex PCR Vibrio 

sp. (689 bp) e V. alginolyticus (199 bp); B- PCR V. anguillarum (207 bp); C- PCR P. damselae subsp. 

piscicida; l- ladder; c- controlo negativo; 1- amostra de V. alginolyticus; 2- amostra de V. 

alginolyticus; 3- amostra de V. anguillarum; 4- amostra de V. anguillarum; 5- amostra de P. 

damselae subsp. piscicida; 6- amostra de P. damselae subsp. piscicida. 

 

 

 

689 bp 

199 bp 
     410 bp 207 

bp 
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3.2 Atividade antibacteriana de extratos de microalgas  

 

Estes resultados correspondem à atividade antibacteriana, testes de suscetibilidade sobre 

o V. anguillarum, V. alginolyticus e P. damselae subsp. piscicida, dos extratos das seis 

espécies de microalgas marinhas. 

 

3.2.1 Extratos de Skeletonema costatum 

 

A uma concentração de extrato de 10 mg/mL, contra a bactéria V. alginolyticus (figura 7 A) 

verificaram-se halos de inibição maiores do que nas restantes concentrações, 

apresentando halos de inibição compreendidos entre 3,54 ± 0,16 mm e 4,49 ± 1,20 mm. 

Somente, o extrato de acetato de etilo na maior concentração registou diferenças 

significativas relativamente ao controlo (p<0,05).  

 

 

Figura 7. Atividade antibacteriana dos extratos de S. costatum (0,1 mg/mL; 1,0 mg/mL; 10,0 mg/mL) 

através do método de difusão em poços (zona de inibição em mm). * Valor significativamente 

diferente do controlo negativo (p<0,05). A- Inibição contra V. alginolyticus; B- Inibição contra V. 

anguillarum; C- Inibição contra P. damselae subsp. piscicida. 

 

Nos extratos de S. costatum o V. anguillarum (figura 7 B) obteve valores de suscetibilidade 

superiores no extrato de etanol e acetato de etilo (10 mg/mL) registando halos de inibição 

de 7,74 ± 2,30 mm e 7,59 ± 1,23 mm, respetivamente. O extrato de acetona (10 mg/mL) 
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apresenta valores de atividade inibitória com significado estatístico quando comparado 

com o DMSO (p<0,05). 

A bactéria P. damselae subsp. piscicida é responsável pelos valores mais elevados de 

suscetibilidade (figura 7 C). O extrato com a acetona teve um halo de 11,55 ± 1,89mm, 

seguido do extrato de acetato de etilo com 11,14 ± 1,80 mm, ambos na concentração de 

10 mg/mL. A figura mostra ainda a diminuição do diâmetro do halo à medida que a 

concentração de extrato também diminui. Verificou-se ainda, que as amostras de acetato 

de etilo (0,1 mg/mL; 1,0 mg/mL; 10,0 mg/mL), acetona (1,0 mg/mL; 10,0 mg/mL), etanol 

(10,0 mg/mL) e Hexano (1,0 mg/mL; 10,0 mg/mL) são significativamente diferentes do 

DMSO (p<0,05). 

 

3.2.2 Extratos de Nannochloropsis sp. 
 

Os resultados da microalga Nannochloropsis sp. podem ser observados nas figuras 8. O V. 

alginolyticus apresenta maior sensibilidade ao extrato de acetona (10,0 mg/mL). O 

diâmetro de inibição deste extrato foi de 2,83 ± 0,52 mm, sendo a única amostra que 

apresenta diferenças significativas em relação ao controlo negativo (p<0,05). 

 

 

Figura 8. Atividade antibacteriana dos extratos de Nannochloropsis sp. (0,1 mg/mL; 1,0 mg/mL; 10,0 

mg/mL) através do método de difusão em poços (zona de inibição em mm). * Valor 

significativamente diferente do controlo negativo (p<0,05). A- Inibição contra V. alginolyticus; B- 

Inibição contra V. anguillarum; C- Inibição contra P. damselae subsp. piscicida. 
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No caso do V. anguillarum não é possível verificar diferenças significativas entre os halos 

de inibição das diferentes concentrações e o controlo negativo. Contudo, é possível 

observar, na figura 8 B, que a concentrações superiores os halos de inibição dos extratos 

de acetato de etilo e acetona são responsáveis pelos valores mais elevados de 

suscetibilidade contra esta estirpe bacteriana, 5,37 mm ± 1,80 mm e 4,94 mm ± 2,01 mm, 

respetivamente. 

A bactéria P. damselae subsp. piscicida é a bactéria mais sensível a estes extratos (figura 8 

C). Em todas as concentrações o extrato de etanol mostrou-se ser o que continha menor 

poder inibitório. Os restantes extratos, a uma concentração de 10 mg/mL têm valores 

superiores, os halos com diâmetro maior pertencem aos extratos de acetato de etilo (5,79 

mm ± 1,79 mm), acetona (5,37 mm ± 0,74 mm) e hexano (5,26 mm ± 1,02 mm). Ainda 

assim, apenas o extrato de acetona e hexano (10,0 mg/mL) apresentou diferenças 

significativas. 

 

3.2.3 Extratos de Isochrysis galbana 
 

Os extratos da microalga I. galbana foram testados por antibiogramas contra as estirpes 

bacterianas em estudo. Para o V. alginolyticus o valor de inibição mais elevado corresponde 

ao extrato de acetato de etilo (figura 9 A). Ainda assim, as diferenças não são significativas 

relativamente ao controlo negativo. Apenas o extrato de etanol à concentração de 1,0 

mg/mL, obteve diferença significativas quando comparado com o controlo negativo DMSO 

(p<0,05). 
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Figura 9. Atividade antibacteriana dos extratos de I. galbana (0,1 mg/mL; 1,0 mg/mL; 10,0 mg/mL) 

através do método de difusão em poços (zona de inibição em mm). * Valor significativamente 

diferente do controlo negativo (p<0,05). A- Inibição contra V. alginolyticus; B- Inibição contra V. 

anguillarum; C- Inibição contra P. damselae subsp. piscicida. 

 

Na bactéria V. anguillarum verificou-se uma maior suscetibilidade ao extrato de acetato de 

etilo, com um halo de 5,19 mm ± 0,35 mm (p<0,05) a uma concentração de 10,0 mg/mL 

(figura 9 B). Contudo, os restantes extratos têm valores de inibição muito próximos do 

controlo negativo. 

Assim como, nas microalgas estudadas anteriormente, verifica-se que a P. damseae subsp. 

piscicida tem uma maior suscetibilidade aos extratos orgânicos estudados (figura 8 C). O 

extrato de acetato de etilo obteve maior poder inibitório (12,16 mm ± 3,36 mm, p<0,05), 

seguido do extrato de acetona (11,59 mm ± 3,40 mm), o extrato de etanol (10,31 mm ± 1,31 

mm, p<0,05) e por fim, o extrato de hexano (7,6 mm ± 1,65 mm, p<0,05). A concentrações 

mais baixas o mesmo não é verificado, ainda assim, a uma concentração de 1 mg/mL, o 

extrato de acetato de etilo (8,76 mm ± 3,51) e o extrato de etanol (5,69 mm ± 2,21, p<0,05), 

continuam elevados por comparação com o controlo negativo.  

 

3.2.4 Extratos de Phaeodactylum tricornutum 
 

A inibição de V. alginolyticus pelos extratos orgânicos de P. tricornutum (figura 10 A) mostra 

que o extrato mais eficiente é o de acetato de etilo. Sendo verificado que é o único com 

valores considerados significativamente diferentes do controlo negativo (p<0,05), nas 
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concentrações de 1,0 mg/mL e 10,0 mg/mL. Para esta bactéria o extrato de hexano 

provocou ausência de halo de inibição em todas as concentrações, até mesmo no controlo 

negativo. 

 

 

Figura 10. Atividade antibacteriana dos extratos de P. tricornutum (0,1 mg/mL; 1,0 mg/mL; 10,0 

mg/mL) através do método de difusão em poços (zona de inibição em mm). * Valor 

significativamente diferente do controlo negativo (p<0,05). A- Inibição contra V. alginolyticus; B- 

Inibição contra V. anguillarum; C- Inibição contra P. damselae subsp. piscicida. 

 

O extrato de P. tricornutum não apresenta atividade inibitória significativa para o V. 

anguillarum (p>0,05) (figura 10 B).  O extrato de etanol apresentou ausência de inibição 

para a bactéria.  

P. damselae subsp. piscicida (figura 10 C) é inibida pelo extrato de hexano na concentração 

de 10,0 mg/mL, o halo de inibição foi de 6,88 mm ± 1,62 mm. O extrato de acetona desta 

microalga obteve o mesmo diâmetro que o anterior (6,88 mm ± 2,09 mm). 

 

3.2.5 Extratos de Porphyridium cruentum 
 

Por análise estatística a P. cruentum não obteve valores de halos de inibição 

significativamente diferentes do controlo negativo (p>0,05), no género Vibrio sp. (figuras 

11 A e B). 
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Figura 11. Atividade antibacteriana dos extratos de P. cruentum (0,1 mg/mL; 1,0 mg/mL; 10,0 

mg/mL) através do método de difusão em poços (zona de inibição em mm). * Valor 

significativamente diferente do controlo negativo (p<0,05). A- Inibição contra V. alginolyticus; B- 

Inibição contra V. anguillarum; C- Inibição contra P. damselae subsp. piscicida. 

 

Ainda assim, na bactéria V. alginolyticus o extrato com diâmetros de inibição superiores 

corresponde ao extrato de hexano (10 mg/mL) (figura 11 A).  

Na figura 11 B é possível verificar que o extrato que mais se destaca é o de acetona a 10 

mg/mL. 

A bactéria P. damselae subsp. piscicida é inibida por vários extratos desta microalga (figura 

11 C). Os extratos com diferenças significativas (p<0,05) são os de acetona e hexano na 

concentração de 10,0 mg/mL (4,54 ± 0,38 mm e 4,08 ± 0,87 mm, respetivamente), tal como, 

o extrato de etanol a 1,0 mg/mL e 10,0 mg/mL (2,64 ± 0,74 mm e 3,82 ± 0,53 mm, 

respetivamente). 

 

3.2.6 Extratos de Tetraselmis chuii 
 

Por último os extratos da microalga T. chuii (figura 12) foram submetidos a teste de inibição 

perante as bactérias em estudo. No caso do V. alginolyticus e P. damselae subsp. piscicida 

(figura 12 A e C) não foram verificadas diferenças significativas entre os extratos e o DMSO 

(p>0,05). 
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No caso do V. anguillarum foram registadas diferenças significativas para o extrato de 

acetato de etilo (p<0,05), em que registou valores de 5,33 ± 1,23 mm (figura 11 B). 

 

 

Figura 12. Atividade antibacteriana dos extratos de T. chuii (0,1 mg/mL; 1,0 mg/mL; 10,0 mg/mL) 

através do método de difusão em poços (zona de inibição em mm). * Valor significativamente 

diferente do controlo negativo (p<0,05). A- Inibição contra V. alginolyticus; B- Inibição contra V. 

anguillarum; C- Inibição contra P. damselae subsp. piscicida. 
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3.3 Fracionamento do extrato de S. costatum  

 

Para verificar os compostos presentes em cada uma das frações, provenientes da coluna 

de sílica, foi realizado TLC, como é possível observar nas imagens representadas pela figura 

13.  

Na figura 13 D é possível observar duas bandas nas amostras de 80% de acetato de etilo 

em hexano e na amostra de acetato de etilo. 

 

 

 

 

 

Figura 13. A: TLC com 80% hexano e 20% de acetato de etilo; B: TLC com 85% de hexano e 15% de 

acetato de etilo; C: TLC com 60% de hexano e 40% de acetato de etilo; D: TLC com 40% de hexano 

A 

C 

B 

D 
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e 60% de acetato de etilo. Sendo que os números 1-7 correspondem às amostras provenientes da 

cromatografia de coluna de sílica. 1: Hexano; 2: 20% de acetato de etilo em hexano; 3:40% de 

acetato de etilo em hexano; 4:60% de acetato de etilo em hexano; 5: 80% de acetato de etilo em 

hexano; 6: acetato de etilo; 7: 20% de metanol em acetato de etilo. 

 

As frações provenientes da cromatografia de coluna de sílica foram submetidas a testes de 

suscetibilidade bacteriana das espécies de microrganismos em estudo. Assim, foi testado o 

V. alginolyticus, V. anguillarum e P. damselae subsp. piscicida. Contudo, verificou-se que 

na estirpe V. alginolyticus não existiu crescimento.  

Na impossibilidade de se repetir este ensaio em tempo útil, o prosseguimento deste ensaio 

baseou-se unicamente nas restantes espécies em estudo (V. anguillarum e P. damselae 

subsp. piscicida). 

Assim, os resultados dos antibiogramas para o V. anguillarum (figura 14 A) mostram que, 

existem duas frações que se destacam dos restantes, quando se observa os dados da 

concentração mais elevada. Os halos de inibição de maior dimensão correspondem à 

fração de acetato de etilo com um halo de 9,70 mm ± 2,02 mm, seguido da fração de 80% 

de acetato de etilo em hexano com um halo de 7,38 mm ± 1,38 mm (figura 14 B). As análises 

dos dados obtidos mostram a fração de 100% de acetato de etilo (0,1 mg/mL e 10,0 

mg/mL), 80% de acetato de etilo em hexano (10 mg/mL), 60% de acetato de etilo em 

hexano (10 mg/mL), 40% de acetato de etilo em hexano (1,0 mg/mL) e 20% de acetato de 

etilo em hexano (1,0 mg/mL) são significativamente diferentes (p<0,05) do controlo 

negativo.  

A P. damselae subsp. piscicida (figura 14 C) forneceu dados importantes no que diz respeito 

às frações que têm na sua composição composto antibacterianos de relevância. Desta 

forma, a fração com maiores halos de inibição foi o acetato de etilo com um diâmetro de 

halo de inibição de 8,04 mm ± 3,28 mm. Seguido imediatamente por uma fração de 60% 

de acetato de etilo em hexano com 7,22 mm ± 1,35 mm. A terceira, com maiores halos, foi 

o de 80% de acetato de etilo em hexano, 6,09 mm ± 0,77 mm. O diâmetro dos halos de 

inibição anteriormente mencionados correspondem à concentração de 10 mg/mL. No caso 
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da concentração de 1 mg/mL as variações são diferentes, mas mantém como mais eficiente 

a fração de acetato de etilo. 

A análise de dados mostrou que as frações significativamente diferentes do DMSO 

(p<0,05). Foram: 40% de acetato de etilo em hexano (1,0 mg/mL; 10,0 mg/mL), 60% acetato 

de etilo em hexano (1,0 mg/mL; 10,0 mg/mL), 80% de acetato de etilo em hexano (1,0 

mg/mL; 10,0 mg/mL) e acetato de etilo (1,0 mg/mL) 

 

 

Figura 14. Atividade antimicrobiana das diferentes frações do extrato de acetato de etilo de S. 

costatum para a bactéria V. anguillarum (A) e P. damselae subsp. piscicida (B). Concentração do 

extrato (mg/mL) vs diâmetro do halo (mm). * Valor significativamente diferente do controlo 

negativo (p<0,05). 

 

 3.4 Purificação da fração de 80% de acetato de etilo em hexano e 100% acetato 

de etilo 

 

Uma vez que, as frações de 80% de acetato de etilo em hexano e 100% acetato de etilo 

obtiveram melhores resultados, procedeu-se à sua caracterização química, por HPLC. O 



 
 

81 
 

cromatograma obtido no HPLC encontra-se representado na figura 15, onde se identificou 

como compostos maioritários a fucoxantina (7,41 µg/mL e a luteína (1,630 µg/mL). 

 

 

A quantidade destes compostos foi determinada por comparação com retas de calibração 

estabelecidas com os compostos puros (tabela 1). 

Tabela 1 Quantidade de amostra registada em HPLC. 

Nome do 

pico 

Tempo real 

(min) 

Altura 

(mAU) 

Área 

mAU*min 

Área (%) Quantidade 

(µg/mL) 

Fucoxantina 6,83 165,655 55,355 74,35 7,414 

Luteína 11,43 110,121 19,099 25,65 1,630 

 

Figura 15. Perfil da amostra de 80% de acetato de etilo em hexano e 100% acetato de etilo por 
HPLC. 
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Posteriormente, e de acordo com as informações reveladas pelo HPLC o TLC preparativo 

foi realizado com o controlo positivo, a fucoxantina. Foram obtidas quatro bandas 

definidas, nomeadas como F1, F2, F3 e F4 (figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tal como aconteceu com as outras amostras, também estas foram tratadas quanto à 

suscetibilidade bacteriana. 

O V. alginolyticus teve como frações com maiores halos de inibição as amostras F2 e F4, 

com um diâmetro de 5,65 mm ± 4,00 mm e 6,53 mm ± 0,00 mm, respetivamente 

(concentração de 10 mg/mL) (figura 17). Contudo, apenas a amostra F1 na concentração 

mais elevada é considerada significativamente diferente por análises estatísticas. 

O V. anguillarum teve como fração mais eficiente para a eliminação desta estirpe a F3 no 

caso da concentração mais elevada, com um diâmetro de 7,59mm ± 1,49 mm. Nas 

restantes concentrações, apesar de não ser a mais elevada, continua a ser bastante 

elevada, sendo ultrapassada apenas por a F1. 

Figura 16. TLC preparativo de 80% de acetato de etilo em hexano e 100% de 
acetato de etilo 
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Neste ensaio verifica-se que a F2 é significativamente diferente do controlo negativo em 

todas as concentrações testadas. Também a fração F3 na concentração de 10,0 mg/mL é 

considerada significativamente diferente. 

Finalmente, a bactéria P. damselae subsp. piscicida a figura abaixo representa os resultados 

dos antibiogramas (figura 17 C). É possível observar duas frações que são destacadas das 

outras, F1 e F2, que correspondem aos diâmetros dos halos de inibição de 6,31mm ± 2,48 

mm e 6,41mm ± 1,02 mm. Verifica-se que a fração F1 mantém-se elevada em todas as 

concentrações, existindo um decaimento gradual, de acordo com o aumento da diluição. 

Apenas a fração F2, à concentração mais elevada, apresenta diferenças significativas em 

relação ao controlo negativo (DMSO), p<0,05. 

 

 

Figura 17. Resultados do antibiograma da purificação de 80% de Acetato de etilo em Hexano e 

Aceto de etilo para as bactérias V. alginolyticus (A), V. anguillarum (B) e P. damselae subsp. piscicida 

(C). Concentração do extrato (mg/mL) vs diâmetro do halo (mm). * Valor significativamente 

diferente do controlo negativo (p<0,05). 
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4. Discussão  

 

Os resultados obtidos mostram que não é apenas uma microalga que apresenta atividade 

antimicrobiana contra as bactérias gram-negativas em estudo. Os extratos orgânicos da 

diatomácea S. costatum mostraram ter o poder de inibir V. anguillarum, como verificado 

por Lauritano e coautores (2018), V. alginolyticus, também reportado por Molina-Cárdenas 

e Sánchez-Saavedra (2017) e, principalmente, contra a bactéria P. damselae subsp. 

piscicida. Tanto quanto é do meu conhecimento, não existem dados bibliográficos sobre a 

atividade antimicrobiana da S. costatum para Photobacterium sp., no entanto, em todos os 

extratos foi verificado esta capacidade, mesmo no caso de concentrações mais baixas, 

determinados extratos, apresentam inibição. 

O efeito antibacteriano dos extratos de Nannochloropsis sp testado, não se verificou para 

a bactéria V. anguillarum, nas condições testadas, esta informação é corroborada por 

Kokou e co-autores em 2012.  Os mesmos autores afirmam que o V. alginolyticus apresenta 

também resistência a esta microalga, o que não se verificou para o extrato de acetona 

(Kokou et al., 2012b). A bactéria P. damselae subsp. piscicida apresenta sensibilidade a 

extratos de Nannochloropsis sp. (acetona, 10,0 mg/mL e hexano, 10,0 mg/mL), no entanto, 

mais uma vez, não foram encontrados dados bibliográficos de sensibilidade a esta 

microalga. 

A I. galbana mostrou-se capaz de inibir as três bactérias em estudo, em pelo menos um 

extrato. O V. alginolyticus foi sensível apenas ao extrato de etanol (1 mg/mL), também 

verificado por Molina-Cárdenas e seus coautores (2014). O extrato de acetato de etilo (10 

mg/mL) foi capaz de inibir V. anguillarum. À semelhança das microalgas anteriores a 

bactéria P. damselae subsp. piscicida é a que apresenta maior sensibilidade aos extratos de 

I. galbana. 

O extrato de acetato de etilo da microalga P. tricornutum evidencia atividade 

antibacteriana contra o V. alginolyticus nas concentrações de 1,0 e 10,0 mg/mL. Apesar de 

anterior ter sido comprovada a atividade antimicrobiana desta microalga contra o V. 
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anguillarum (Desbois et al., 2009), os extratos testado não obtiveram inibição. Já a P. 

damselae subsp. piscicida é apenas inibida por o extrato de hexano na concentração mais 

elevada. 

A P. cruentum tem sido descrita como tendo atividade antimicrobiana, no entanto, até os 

dias de hoje não foi testado para as espécies em estudo (Raposo et al., 2014). Os extratos 

testados não apresentam atividade inibitória ao V. anguillarum nem ao V. alginolyticus. 

Quanto à P. damselae subsp. piscicida apresenta sensibilidade a três dos quatro extratos 

testados (acetona, 10,0 mg/mL; etanol, 1,0 e 10,0 mg/mL; hexano, 10,0 mg/mL). 

Os últimos extratos testados foram da microalga T. chuii verificando-se apenas inibição 

para a bactéria V. anguillarum (acetato de etilo, 10,0 mg/mL), reportado anteriormente 

por Costa e seus coautores (2006), Kokou e seus coautores (2011) e Molina-Cárdenas e 

Sanchez-Saavedra (2017). Não se verificou atividade antibacteriana contra V. alginolyticus 

e P. damselae subsp. piscicida, apesar de já ter sido referenciada como uma microalga que 

inibe estas estirpes bacterianas (Costa et al., 2006; Kokou et al., 2011; Molina-Cárdenas and 

Sánchez-Saavedra, 2017). 

O método estatístico aplicado (teste T) revelou extratos sem significado estatístico por não 

existir uma diferença significativa quando comparado com o DMSO, no entanto, alguns 

extratos parecem ter inibição para as espécies estudadas. Por exemplo, o extrato de 

acetato de etilo da microalga S. costatum apresenta halos de inibição superiores aos de 

acetona para V. anguillarum, contundo, não se verificou diferenças significativas devido 

aos halos de inibição terem registado desvios padrões superiores. Assim, todos as análises 

subsequentes foram tidas em conta não apenas, as diferenças significativas estatísticas, 

mas também, uma análise crítica dos resultados obtidos. 

A microalga que mais se destacou pelo seu poder inibitório foi a S. costatum. Dado que, a  

procura por novos fármacos tem incitado ao estudo de novos compostos naturais com 

benefícios para a saúde humana e de animais (De Morais et al., 2015). Os biocompostos 

ativos produzidos, naturalmente, pelas microalgas têm sido descritos como tendo diversas 

atividades terapêuticas (De Morais et al., 2015; Volk, 2008). Assim sendo, foi estudado os 

compostos do extrato de acetato de etilo da S. costatum. A extração acetato de etilo 
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permite extrair carotenoides com poder inibitório contra microrganismos (Ambati et al., 

2018; Miazek et al., 2017; Rao et al., 2010). 

O fracionamento do extrato que revelou maior capacidade inibitória resultou em sete 

frações, que foram separadas por cromatografia em coluna de sílica. Foi usado a 

combinação dos solventes, polar (acetato de etilo) e do apolar (hexano) pois, resultam em 

elevadas quantidades de carotenóides, quando comparadas com outros solventes (Saini 

and Keum, 2017). As suscetibilidades das bactérias, para estas frações, foram testadas, 

verificando-se, assim, a inibição tanto do V. anguillarum, como da P. damselae subsp. 

piscicida. As misturas que mais se destacaram correspondem às frações de 80% de acetato 

de etilo em hexano e de 100% de acetato de etilo, como tendo um maior poder inibitório 

para estas bactérias em estudo.   

Seguidamente, as frações de 80% de acetato de etilo em hexano e 100% de acetato de etilo 

foram analisadas por HPLC, tendo sido verificado dois carotenoides presentes na amostra, 

fucoxantina e luteína. A fucoxantina foi reportada, anteriormente, como antibacteriano de 

bactérias como, por exemplo, Listeria monocytogenes, porém ainda não tinha sido descrita 

como antibacteriano de espécies da família Vibrionaceae  (Rajauria and Abu-Ghannam, 

2013; Sivagnanam et al., 2015). Os resultados obtidos por HPLC justificam o facto do extrato 

de acetona, também, exibir elevadas inibições, tendo em conta que, a acetona tem 

elevados rendimentos na extração da fucoxantina (Miazek et al., 2017). 

 As condições de produção das microalgas têm sido estudadas de forma a otimizar o 

rendimento da produção de fucoxantina (Xia et al., 2013). Este carotenóide tem-se 

tornado, nos últimos anos, um composto com elevada importância para a saúde humana, 

principalmente, pelo seu poder antioxidante (Jin et al., 2018), mas também foi reconhecido 

como anti-diabético e anti-obesidade (Maeda, 2015).  

Por fim, de forma a avaliar a atividade antibacteriana das frações analisadas por HPLC, o 

TLC preparativo permitiu diferenciar em quatro frações, isolando, desta forma, a fração 

que corresponde à fucoxantina (F2). Esta, apresentou valores mais significativos quando 

comparados com as outras frações em estudo. Ainda assim, as frações, F1 e F3, também 

apresentam atividade antibacteriana para as bactérias testadas, o que poderá indicar que 
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outros biocompostos, também, são responsáveis por atividade antibacteriana contra as 

espécies de Vibrionaceae testadas. A extração de outros carotenoides por este solvente 

está descrito na literatura, tendo sido reportado por ter a capacidade de extrair carotenos 

e xantofilas (Chuyen et al., 2017; Saini and Keum, 2017). Concluindo assim, que S. costatum 

tem potencial para combater os principais problemas de perdas económicas na 

aquacultura, sendo a fucoxantina o principal composto com capacidade antibacteriana. 
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5. Conclusão 

 

Todas as microalgas foram capazes de inibir pelo menos um dos patógenos. Das bactérias 

estudas, a P. damselae subsp. piscicida revelou ser a bactéria mais sensível aos extratos 

aplicados. 

Os extratos de acetato de etilo e acetona de S. costatum são potenciais antibacteriano 

contra V. alginolyticus, V. anguillarum e P. damselae subsp. piscicida, importantes agentes 

patogénicos da aquacultura. O fracionamento do extrato e posterior caracterização 

química mostrou que a fucoxantina poderá ser o composto bioativo responsável por esta 

atividade.  

O uso de composto bioativos provenientes de microalgas ainda, está nos seus primórdios. 

Ainda assim, este trabalho mostrou ser possível a utilização das microalgas para combater 

o uso de antibióticos em aquacultura. Assim, no futuro, espera-se uma valorização das 

microalgas e dos seus potenciais compostos. 
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Capítulo IV 

Considerações finais  
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1. Conclusão Geral 

 

A produção industrial de microalgas apresenta um elevado potencial para diferentes 

sectores (alimentar, energético e farmacêutico). O aumento de escala das culturas 

monoalgais de Skeletonema costatum e Nannochloropsis sp. foram concluídas com sucesso 

para fotobiorreator tubular industrial (PBR) e cultivado semi-continuamente.  

Apesar da microalga S. costatum ser encontrada facilmente no meio ambiente, é ainda um 

desafio para os produtores de microalgas. A cultura estudada sofreu um decaimento de 

crescimento a partir do dia 30, por ser uma cultura sensível a vários fatores entre eles, 

contaminações ambientais, exige cuidados acrescidos na produção da mesma. Os 

nutrientes adicionados tiveram um papel preponderante na viabilidade desta experiência, 

as vitaminas que compõe o Nutribloom® (Necton, S.A.) combinadas com as características 

dos PBRs permitiram o seu cultivo, à escala industrial, com sucesso. 

As espécies de Nannochloropsis sp. foram avaliadas mundialmente para a produção de 

biomassa, devido à sua capacidade de produzir grandes quantidades de lípidos. Os dados 

relativos a Nannochloropsis sp. indicam, que esta cultura está perfeitamente adaptada ao 

sistema de produção em questão, assim como ao tipo de nutrientes utilizados. Por ser uma 

espécie bem-adaptada os custos de produção são menores, o que torna esta microalga 

ainda mais interessante para o setor económico.  

A capacidade antibacteriana das microalgas produzidas em PBRs tubulares industriais, por 

parte da Necton, S.A., foi testada. Os extratos orgânicos de acetato de etilo, acetona, etanol 

e hexano foram testados de forma a perceber os que seriam mais eficientes para a inibição 

do crescimento de Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum e Photobacterium damselae 

subsp. piscicida. De uma maneira geral os extratos de concentração superior (10 mg/mL) 

foram mais eficientes. O extrato de acetato de etilo da S. costatum inibe a bactéria P. 

damselae subsp. piscicida, mesmo a concentrações menores de 0,1 mg/mL. Esta bactéria 

foi a mais sensível aos extratos testados, por comparação com as de Vibrio. 
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Das seis microalgas testadas (Isochrysis galbana, Nannochloropsis sp., Porphyridium 

cruentum, Phaeodactylum tricornutum, S. costatum, Tetraselmis chuii), S. costatum foi a 

responsável por um maior número extratos com capacidade antibacteriana das estirpes 

testadas da família Vibrionaceae. Já os extratos de acetato de etilo e acetona destacaram-

se pelo seu poder inibitório. Desta forma, depois da purificação do extrato de acetato de 

etilo, foi identificada a fucoxantina como sendo o potencial composto responsável pela 

atividade antibacteriana. 

Os carotenóides têm ganho um papel de destaque nos últimos anos, não só pela sua função 

natural (por exemplo, a pigmentação), mas também pelos benefícios que têm sido 

atribuídos para o ser humano. São distinguidos como antioxidantes, anti-tumorais e anti-

inflamatórios (Guedes et al., 2011). Desta forma, através deste estudo foi possível 

encontrar mais uma característica importante para este grupo de compostos, a capacidade 

antibacteriana.  

As diatomáceas, como é o caso da S. costatum, têm na sua constituição fucoxantina que 

possivelmente, é o responsável pela atividade antibacteriana atribuível aquela microalga 

(S. costatum). Este facto é corroborado pela, também, elevada inibição do extrato de 

acetona obtido por Miazek e colaboradores (2017). 

Conclui-se assim, que a otimização da produção de S. costatum é de elevada importância. 

O seu uso em aquacultura está, ainda, mais favorecido pelos seus compostos bioativos, 

como a fucoxantina. Estes têm a capacidade de inibir agentes patogénicos que provocam 

prejuízos neste sector e desta forma, minimizar o uso de antibióticos. 
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1.1 Perspetivas futuras 

 

A procura de novas espécies de interesse nutricional e económico pode ainda ser 

explorado, sendo o maior desafio criar as condições ideias para a produção das mesmas. 

As melhores condições para a produção de S. costatum ainda não são completamente 

conhecidas, de forma a evitar o decaimento da cultura ao fim de alguns dias de produção. 

A utilização de reatores de escala laboratorial (Algem®, Algenuity), que permitam simular 

as condições ambientais reais, através do software acoplado ao equipamento, podem ser 

úteis para um conhecimento mais aprofundado sobre esta espécies. Para além de 

permitirem, em paralelo, testar diferentes condições e registar parâmetros de crescimento 

(por exemplo, estações do ano) (Pereira et al., 2018).  

Microalgas como a Nannochloropsis sp. são alvo de estudo ao longo dos últimos anos, 

contudo ainda existem áreas em que os estudos avançaram pouco, tais como, o potencial 

farmacêutico destes organismos. Os seus pigmentos são também um importante alvo de 

estudo, apesar de não ter sido reconhecido como a microalga com maior poder 

antibacteriano, outras atividades terapêuticas poderão ser exploradas. 

A aplicação das microalgas como antibacterianos, está ainda no início, do que promete ser 

um longo percurso. A cada dia que passa as resistências aos antibióticos mais utilizados é 

superior (WHO, 2014), existindo a necessidade da procura de novos fármacos que sejam 

mais amigos do ambiente num contexto de aquacultura sustentável e de alterações 

climáticas. Assim, os mecanismos de ação por parte da fucoxantina poderão ser alvos de 

estudos futuros. A otimização da produção de fucoxantina por parte da microalga S. 

costatum, poderá melhorar a performance deste composto quando aplicadas in vivo. 

Além disso, todas as microalgas investigadas poderiam ser uma potencial fonte de 

compostos bioactivos, pelo que, são necessários novos estudos para verificar outros 

potenciais compostos.  
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Como verificado no último ensaio outros compostos poderão ser responsáveis pela inibição 

das bactérias testadas, assim, um estudo mais aprofundado à cerca dos compostos com 

atividade antibacteriana seriam úteis.  

Por fim, as bactérias estudadas não são os únicos agentes patogénicos problemáticos em 

aquaculturas. Outras bactérias, tais como, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, 

Aeromonas spp. e Pseudomonas fluorescens, são exemplos de bactérias, frequentemente, 

diagnosticadas. Assim, é de especial interesse verificar a atividade antimicrobiana por parte 

do composto encontrado (fucoxantina) contra outros microrganismos de patogénicos. 
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