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INTRODUÇÃO

As microalgas são seres vivos muito diversificados que in-
cluem nove filos de organismos eucarióticos e dois filos
de procarióticos. Estes organismos ocupam praticamente
todos os tipos de ambientes da biosfera, tais como água
doce, salgada, gelo, solos, rochas e cascas de árvores, ocor-
rendo nos ambientes mais extremos como regiões polares
e desérticas graças as suas eficientes adaptações morfo -
fisiológicas (Van den Hoek et al., 995). Do ponto de
vista filogenético, incluem desde linhagens muito primiti-
vas, como as euglenof́ıceas, até grupos modernos como al-
gumas algas verdes (Van den Hoek et al., 995), configu-
rando uma definição muito mais funcional do que propri-
amente taxonômica. Esta variedade de linhagens evoluti-
vas, formas e mecanismos fisiológicos fazem das microalgas
um grupo produtor de uma enorme variedade de compostos
qúımicos com potencial aplicação nas indústrias aliment́ıcia,
cosmética, farmacêutica e até mesmo na produção de ener-
gia (Olaizola, 2003).

Aliada à larga potencialidade das microalgas como produ-
toras de compostos de interesse industrial, observa - se a
facilidade no isolamento de muitos destes organismos de
ambientes naturais e na sua manutenção em condições con-
troladas de cultivo em coleções de culturas (Lourenço 2004).
Visto que uma porcentagem muito pequena da biodiversi-
dade brasileira deste grupo está sendo mantida em coleções
de cultivo, a prospecção de espécies que detenham poten-
ciais propriedades de interesse comercial é dificultada, fi-
cando evidente a urgência na ampliação dos estudos de car-
acterização bioqúımica de microalgas isoladas em sistemas
aquáticos brasileiros, com vistas à identificação de compos-
tos de interesse farmacológico e industrial. Por outro lado,
o pouco conhecimento sobre a potencialidade da biodiversi-
dade nacional de microalgas as identifica como um grande
reservatório inexplorado de aplicações biotecnológicas (Pic-
cardi et al., 000) e encoraja estudos nesta linha de pesquisa.

Dentre os metabólitos produzidos pelas microalgas, desta-
cam - se os polissacaŕıdeos tanto intra como extracelulares.
São compostos importantes do ponto de vista quantitativo,

pois correspondem de 40 a 90% dos compostos orgânicos
produzidos por estes organismos e qualitativamente repre-
sentam um enorme espectro de compostos com composições
e massas moleculares diferenciados (Myklestad, 1995). De
modo geral pode - se separar os polissacaŕıdeos das mi-
croalgas em três grandes grupos: reserva, estruturais e
extracelulares. Os principais polissacaŕıdeos intracelulares
são os de reserva, geralmente formados por glucanos ho-
mogêneos, como o amido e suas variações das cianobactérias
e rodófitas, bem como a crisolaminarina (Percival, 1979)
t́ıpica das algas heterocontes (diatomáceaes, crisof́ıceas,
xantof́ıceas e outras). Os polissacaŕıdeos estruturais, pre-
sentes principalmente nas paredes celulares, podem variar
bastante em termos de composição dependendo do grupo
taxonômico, como xilanos, mananos, ramnanos (Carlberg e
Percival, 1977) e glicoprotéınas variadas (Morita et al., 999),
sendo um importante critério na definição de filos, classes e
ordens de microalgas (Reviers, 2006).

Já os polissacaŕıdeos extracelulares, que também podem
ser bastante representativos do ponto de vista quantitativo
(Paulsen e Vieira, 1994), possuem uma composição muito
variável podendo formar compostos homogêneos como fu-
canos (Giroldo e Vieira, 2002), mananos (Vieira et al.,
006), arabinogalactanos (Kiemle et al., 007), bem como het-
eropolissacaŕıdeos com 5 ou mais componentes (Giroldo e
Vieira, 2005). Este grupo de açúcares é menos conhecido,
tanto em termos de composição e estrutura, como de suas
funções biológicas para as próprias microalgas (Giroldo et
al., 003). A falta de informações sobre estes aspectos dos
polissacaŕıdeos extracelulares na maioria das espécies de mi-
croalgas é relacionada à sua composição não ser claramente
determinada pela filogenia, como no caso dos polissacaŕıdeos
de reserva e estruturais. Além disso, existem poucos es-
tudos de caracterização destes polissacaŕıdeos em grupos
taxonômicos variados, evidenciando a necessidade de apro-
fundar tais estudos com o objetivo de elucidar se a excreção
de polissacaŕıdeos pelas microalgas, um processo comum
a todas as espécies estudadas até o momento (Paulsen e
Vieira, 1994), seria de fato uma caracteŕıstica espécie - es-
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pećıfica (Myklestad, 1995).

Além das interessantes funções desempenhadas no meio ex-
tracelular por estes polissacaŕıdeos, muitos destes compos-
tos têm reconhecida atividade biológica (Olaizola, 2003). A
grande variedade de frações com diferentes massas molec-
ulares e composições variadas, produzidas pelas inúmeras
espécies de microalgas ainda não estudadas, vislumbra uma
possibilidade de descoberta de compostos bioativos quase
inesgotável no ńıvel de conhecimento em se encontra a co-
munidade cient́ıfica atualmente. Dentre os polissacaŕıdeos
frequentemente observados em diversas espécies de microal-
gas, e que potencialmente teriam atividade biológica, desta-
cam - se os fucanos, arabinanos, arabinogalactanos e ramno-
galacturanos (Paulsen, 2001).

Os fucanos são polissacaŕıdeos ricos em fucose e que têm
um largo espectro de atividade biológica incluindo efeito
anticoagulante, anti - inflamatório, imunoestimulador, anti
- viral, anti - tumoral e anti - metástase (Cumashi et al.,
007). As principais fontes destes compostos são as macroal-
gas pardas (Classe Phaeophyceae), particularmente das Or-
dens Laminariales e Fucales (Cumashi et al., 007), produ-
toras de um tipo de fucano conhecido como fucoidan, que
além da alta proporção de fucose, conta também com alto
grau de sulfatação. Também diversos grupos de inverte-
brados marinhos, como as holotúrias, produzem fucanos
bioativos, porém em quantidades bem inferiores às macroal-
gas. Além destes organismos, diversas espécies de microal-
gas produzem fucanos com potencial bioatividade, porém os
testes para comprovar a real atividade destes compostos iso-
lados de microalgas são ainda bastante raros. Cryptomonas
obovata, Cryptomonas tetrapyrenoidosa (Cryptophyceae),
Thalassiosira duostra (Bacillariophyceae), Staurastrum or-
biculare (Zygnematophyceae) são exemplos de microalgas
dulćıcolas produtoras de polissacaŕıdeos ricos em fucose com
potencial bioatividade ainda inexplorada (Giroldo e Vieira
2002, Giroldo et al., 003).

Os arabinanos, arabinogalactanos e ramnogalacturanos são
freqüentemente associados a uma classe de compostos de-
nominada pectinas, que podem variar muito em termos de
composição (Paulsen, 2001); mas têm como caracteŕıstica
marcante a presença de arabinose, galactose e ácido galac-
turônico. Tanto as pectinas neutras como os arabinanos
e os arabinogalactanos, quanto as ácidas como os ramno-
galacturanos têm reconhecida bioatividade, principalmente
em termos de atividade anti - inflamatória e imunoestim-
uladora. Estes compostos são muito freqüentes em vege-
tais superiores e em plantas de uso na medicina tradicional,
sendo um dos alvos principais da farmacognosia. Diver-
sas espécies de algas, principalmente as mais próximas filo-
geneticamente dos vegetais superiores, apresentam pecti-
nas na parede celular (Domozych et al., 007). Por outro
lado, outras microalgas verdes apresentam parede celular
e polissacaŕıdeos extracelulares com caracteŕısticas semel-
hantes às pectinas, como as glicoprotéınas (“pherophorins”)
que formam o envelope celular t́ıpico das Ordens Volvocales
e Chlamydomonadales (Morita et al., 999). A atividade
imunoestimuladora de Chlorella (Chlorococcales) é direta-
mente relacionada à presença de polissacaŕıdeos ricos em
arabinose e galactose neste gênero (Kralovec et al., 007),
evidenciando as algas verdes como fontes naturais, além de

facilmente cultiváveis, de poĺımeros bioativos ricos em ara-
binose, galactose e ácido galacturônico. Embora poucos tra-
balhos tenham enfocado a produção destes compostos em
microalgas, a composição promissora da parede celular e de
polissacaŕıdeos extracelulares ricos em arabinose, galactose,
ácidos urônicos e ramnose indica que há, nesta classe de
compostos, mais um campo ainda largamente inexplorado
na prospecção de substâncias bioativas produzidas por mi-
croalgas.

Considerando os aspectos expostos até aqui, fica evidente
que a produção de polissacaŕıdeos com potencial bioa-
tividade por microalgas isoladas de ambientes aquáticos
brasileiros deve ser explorada com urgência para valorizar
o patrimônio genético da biodiversidade nacional. A bio-
prospecção aparece como ferramenta indispensável para a
descoberta de novas substâncias de interesse humano e este
projeto objetiva, portanto, conhecer preliminarmente os
polissacaŕıdeos excretados por cinco espécies de microal-
gas dulćıcolas de diferentes classes taxonômicas, isoladas de
sistemas aquáticos subtropicais e mantidas em cultivo na
Coleção de Culturas de Microalgas Dulćıcolas da Universi-
dade Federal de Rio Grande (CCMD - FURG).

OBJETIVOS

O objetivo deste projeto é caracterizar preliminarmente a
produção de polissacaŕıdeos intra e extracelulares de cinco
espécies de microalgas dulćıcolas subtropicais, bem como
detalhar a estrutura destes compostos em pelo menos cinco
destas espécies com maior produtividade de polissacaŕıdeos
com potencial bioatividade.

Os objetivos espećıficos são os seguintes: (1) determinar as
taxas de crescimento das cinco espécies envolvidas neste pro-
jeto; (2) quantificar e identificar os componentes dos polis-
sacaŕıdeos produzidos pelas cinco espécies envolvidas neste
projeto durante o crescimento em culturas estanques.

MATERIAL E MÉTODOS

Para a realização deste trabalho foram utilizadas as espécies
algais Ankystrodesmus sp, Chlamydomonas sp, Stauras-
trum sp, Anabaena sp. e Synechococcus sp. Estas mi-
croalgas foram cultivadas em frascos Erlenmeyers de 1000
mL com 600 mL (triplicata) do meio de cultura apropri-
ado para cada espécie. Foram realizadas duas amostragens
por semana até o estabelecimento da fase estacionária de
crescimento, que pode variar entre 20 e 60 dias, depen-
dendo da espécie. Aĺıquotas de 30 mL foram retiradas a
cada amostragem para a determinação do crescimento e a
produção de carboidratos. Uma aĺıquota de 5 mL foi fix-
ada com lugol acético para determinação da densidade celu-
lar por contagens diretas ao microscópio, utilizando uma
câmara de Neubauer. Os 25 mL restantes foram centrifu-
gados (tempo e velocidade adequado a cada espécie) e o
sobrenadante reservado, enquanto as células precipitadas
foram lavadas 3 vezes e ressuspendidas em meio novo. A
análise de carboidratos totais foi realizada por colorime-
tria pelo ensaio fenol - sulfúrico (Dubois et al., 956), tanto
no sobrenadante (carboidratos extracelulares) e como nas
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células precipitadas. As células foram lisadas por conge-
lamento/descongelamento. A amostra lisada foi então fil-
trada em filtros de fibra de vidro GF/F (Whatman) e o
teor de carboidratos totais solúveis foi determinado no fil-
trado da mesma forma que os carboidratos extracelulares.
Os carboidratos não solúveis foram determinados no filtro
pelo método descrito por Myklestad e Haug (1972). Foi
também avaliada a composição preliminar dos carboidratos
solúveis, tanto extracelulares como nas células lisadas, por
cromatografia ĺıquida de alta performance, acoplada a de-
tecção por pulsos amperométricos (HPLC - PAD).

RESULTADOS

A dosagem de clorofila - a e a contagem de células
mostraram que Chlamydomonas sp. apresentou crescimento
exponencial aproximadamente até o sétimo dia do exper-
imento, seguido de uma fase estacionária e senescência.
A produção de carboidratos intracelulares acompanhou o
crescimento e atingiu cerca de 40 mg/L, o que equivale a
483 mg de carboidratos intracelulares por micrograma de
clorofila. A excreção de carboidratos aumentou até o fi-
nal do experimento de forma independente do crescimento,
atingindo 18,7 mg/L de carboidratos extracelulares, equiv-
alentes a 253,6 mg de carboidratos extracelulares por mi-
crograma de clorofila. Na análise do percentual dos monos-
sacaŕıdeos que compõem os polissacaŕıdeos extracelulares
de Chlamydomonas, observa - se, na fase estacionária do
crescimento, a diminuição da proporção de Glucose acom-
panhada do aumento nas proporções de Fucose, Galac-
tose, Manose/Xilose e Ácido Glucurônico. As proporções
de Ramnose/Galactosamina, Arabinose e Glicosamina não
se modificaram ao longo do experimento. No percentual
dos monossacaŕıdeos intracelulares na fase estacionária de
crescimento do experimento, observa - se que a Glucose
(42%), seguida de Galactose (17%), Arabinose (13%) e
Manose/Xilose (11%) são os monossacaŕıdeos mais abun-
dantes.

Observou - se que Ankystrodesmus sp. apresentou cresci-
mento exponencial aproximadamente até o décimo quinto
dia do experimento, seguido de uma fase estacionária e
senescência. A produção de carboidratos intracelulares
acompanhou o crescimento e atingiu cerca de 25 mg/L, o
que equivale a 301,36 mg de carboidratos intracelulares por
micrograma de clorofila. Além disso, a excreção de car-
boidratos aumentou até o final do experimento de forma
independente do crescimento, atingindo 22 mg/L de car-
boidratos extracelulares, equivalentes a 110,52 mg de car-
boidratos extracelulares por micrograma de clorofila. Na
fase estacionária de crescimento do experimento, observou -
se que o Ácido Glucurônico representa um proporção signi-
ficativa (33%) dos monossacaŕıdeos extracelulares, seguido
de Glucose (24%), Manose/Xilose (13%) e Galactose (11%).
No meio intracelular, a Glucose (45%), a Manose/Xilose
(22%) e a Galactose (17%) são os monossacaŕıdeos mais
abundantes.

Onychonema sp. apresentou crescimento exponencial
aproximadamente até o vigésimo dia do experimento,
seguido de uma fase estacionária e senescência. A produção
de carboidratos intracelulares acompanhou o crescimento e

atingiu cerca de 70 mg/L, o que equivale a 455,8 mg de car-
boidratos intracelulares por micrograma de clorofila. A ex-
creção de carboidratos aumentou até o final do experimento
de forma independente do crescimento, atingindo 12 mg/L
de carboidratos extracelulares, equivalentes a 77,430 mg de
carboidratos extracelulares por micrograma de clorofila. A
Fucose representou uma proporção significativa (27%) dos
monossacaŕıdeos extracelulares durante a fase estacionária
do experimento, seguida de Manose/Xilose (25%), Galac-
tose (17%), Glucose (10%) e Ácido Glucurônico (10%). Ob-
servou - se que, no meio intracelular, a Glucose (41%), a
Galactose (19%), a Manose/Xilose (11%) e a Fucose (13%)
são os monossacaŕıdeos mais abundantes.

Tanto Staurastrum quanto Anabaena apresentaram cresci-
mento até o dia 27 do experimento seguido de uma fase
estacionária. Estão em andamento a contagem de células, as
dosagens e identificações de carboidratos intra e extracelu-
lares.

Os resultados indicaram abundante produção de polis-
sacaŕıdeos na fase estacionária de crescimento em todas as
cepas. A análise dos polissacaŕıdeos, realizada via HPLC
com detecção por amperometria pulsada indicou a presença
de arabinose associada à galactose em Chlamydomonas sp.
além de altos teores de fucose e ácidos urônicos em Ony-
chonema sp.. Polissacaŕıdeoas com esta natureza assemel-
ham - se a pectinas produzidas por plantas superiores e
fucoidans produzidos por algas pardas, que são compos-
tos associados a atividades biológicas diversas, como anti
- tumorais, anti - inflamatórias e imuno estimuladoras entre
outras (Paulsen, 2001 e Cumashi et al., 007).

CONCLUSÃO

Conclúımos que esta análise preliminar dos carboidratos
produzidos por cada espécie forneceu subśıdios para a iden-
tificação das microalgas que produzem as maiores quanti-
dades de polissacaŕıdeos e também as que produzem com-
postos com maior potencial para bioatividade, dependendo
dos componentes mais abundantes.
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