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RESUMO

Cianobactérias sd3o um grupo de microrganismos autotrofos fotossintetizantes capazes de
produzir diversos compostos de interesse comercial, como &lcoois, acidos organicos e
pigmentos. Estes microrganismos possuem varios tipos de pigmentos, como clorofilaa, b e c,
betacaroteno e ficobiliproteinas (FBP) e, dentre as FBP, destaca-se a ficocianina (FC), que ¢
um pigmento de cor azulada. Esta proteina tem propriedades fluorescentes que sdo usadas em
kits de imunoensaio e¢ na industria alimenticia como o agente de coloragdo natural. Com
finalidade de investigar o efeito da composi¢ao do meio de cultivo em relagcdo ao aumento da
concentragdo celular e a obten¢do de FC da cepa de Anabaena variabilis ¢ Nostoc sp., foi
avaliada a suplementag@o ao meio de cultivo basal (BG11o) com diferentes concentragdes de
glicose (0 a 10 g/L) e de nitrato de sodio (0 a 5 mM). Os melhores resultados obtidos foram
com o meio enriquecido com glicose 2 g/L e nitrato de s6dio 5 mM, obtendo-se 0,28 g/L de
célula e 18,6 ug/mL de FC para Anabaena variabilis em 10 dias e de 0,56 g/L de célula e 48,73
pg/mL de FC para Nostoc sp.em 14 dias. O aumento da concentracdo celular foi de
aproximadamente 2 vezes para ambas cepas, € para a concentragdo de FC cerca de 50% para

Nostoc sp. e 29% para Anabaena variabilis de aumento em relagao ao meio basal.
P P

Palavras-chave: Cianobactérias, Fotofermentacao, Ficocianina.
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1. INTRODUCAO

1.1. CIANOBACTERIAS

As cianobactérias sdao organismos procariontes, unicelulares e fotossintéticos
encontradas na presenca de luz, com as formas unicelular, multicelular ou filamentosa
(WHITTON; POTTS, 2012). Sao classificadas como microalgas e pertencem ao Filo
Chlorophyta, pois possuem clorofila e pigmentos fotossintéticos, como as ficobiliproteinas
(FBP), responsaveis pela capacidade de captura de energia luminosa e iniciar o processo de
fotossintese (OLAIZOLA, 2003). Estes microrganismos tém grande importancia histdrica na
evolucdo da Terra, pois estima-se que eles participaram na oxigenacdo da atmosfera
(KASTING; SIEFERT, 2002).

O habitat destes microrganismos varia de areas superficiais do solo até grandes ou
pequenos reservatorios de agua poluidos ou ndo, indicando baixo custo de cultivo. Em geral, as
cianobactérias realizam fotossintese, utilizando energia luminosa e CO2 como fonte de carbono,
majoritariamente. Porém, algumas cepas de cianobactérias assimilam, dependente da luz,
nutrientes de compostos organicos para manutencao da vida das mesmas (PRASANNA et al.,
2004). Esta vantagem vem sendo estudada, para a maior producdo e obtencdo de biomassa,
exopolissacarideos e pigmentos, como as ficobiliproteinas (HALLENBECK, 2012).

Além disso, as cianobactérias demonstraram crescimento fotoheterotréfico na presenca
e na auséncia de luz, pois sdo fotoautotroficas ndo obrigatorias e podem crescer em ambientes
autotrofico, mixotrofico e heterotrofico (SKLERYK et al., 2002). Ainda pode-se citar que
muitas cepas, assim como a Anabaena variabilis e Nostoc sp, possuem a capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico em forma de heterocisto, camadas com paredes espessas, que dificultam
a troca de gases e mantém o meio intracelular essencialmente anaerdbio. (STAL, 2003;

WHITTON; POTTS, 2012). Esta caracteristica adaptativa corrobora com as evidéncias fosseis



encontradas nas cianobactérias indicando origem ha mais de 3500 milhdes de anos (SCHOPF,
1993).

As cianobactérias dos géneros Nostoc € Anabaena produzem uma diversidade de
produtos, sendo as toxinas os mais conhecidos (JAISWAL et al., 2008). Apesar disso, estudos
vém sendo realizados analisando o potencial destes microrganismos na producao de compostos
bioativos, como peptideos, acidos graxos e alcaloides com agdes, antifungicas, antitumorais,

antivirais e outras (TAN, 2007, SCHRADER; DAYAN, 2009).

1.2.  FICOBILIPROTEINAS

As cianobactérias possuem um sistema composto por fotossistemas I, I e clorofila a,
além de apresentarem também outros pigmentos denominados ficobiliproteinas. As trés
principais ficobiliproteinas encontradas nas cianobactérias sdo: ficoeritrina (FE, A max = ~540
- 570 nm, vermelho), ficocianina (FC, A max = ~610 - 620 nm, azul) e aloficocianina (AFC, A
max = ~600 - 680 nm, azul). Uma representacdo de um ficobilissomo ¢é apresentada na Figura

1.

Figura 1-Estrutura do Ficobilissomo

Fonte: Adaptado de Sonani et al. (2016).



A ficobiliproteina de maior destaque e quantidade ¢ a ficocianina, que possui coloracao
azul, e devido essa importancia na sua coloragdo, as cianobactérias receberam o nome de algas
azuis (STAL, 2007). As ficobiliproteinas sdo encontradas em uma estrutura complexa chamada
membrana tilacoidal, que possui papel importante na captacdo de luz e transferéncia de energia
para a reacdo de fotossintese (VISKARI; COLYER, 2003; RASTOGI et al., 2015). Uma
representacdo visdo geral da organizacdo de cianobactérias e da membrana tilacoidal ¢

apresentada na Figura 2.

Ficohilissomo MENI}FEHE
.-|_I|:'fitl.‘.rld3|

Parede -
Celular '}

Bainha de mucilagem “\Tilacdides

Capsula

“RuBisCo
Carboxizeomos

Fonte: Adaptado de Ducat et al. (2011).

A energia transferida por estes sistemas tem inicio na FE, segue em FC, AFC e clorofila
a, com cerca de 90% de eficiéncia no fluxo de transferéncia da energia captada (PORTER et
al., 1978). Além disso, as ficobiliproteinas representam até cerca de 60% do contetido total de
proteina da célula (VISKARI; COLYER, 2003) e apresentam papel importante no estoque de
nitrogénio, pois aparentemente sofrem degradacdo em baixas concentragdes de nitrogénio ou

alta intensidade de luz (SLOTH et al., 2006).



Das diversas aplicagdes das FBP, uma destas ¢ o uso como corantes naturais. Os
corantes desempenham papel importante na industria alimenticia substituindo parcial ou
completamente os corantes artificiais, agregando valor nutricional e reducao de toxicidade dos

alimentos (PRADO ¢ GODOY, 2009, ORES, 2014).

As ficobiliproteinas possuem grande importancia como ferramenta para o diagnostico
de doengas, agindo como marcadores fluorescentes em imunoensaios, citometria de fluxo,
detecgdo de espécies reativas de oxigénio, histoquimica e atuando como agentes terapéuticos.

(RODRIGUES, 2015, HEMLATA et al., 2018).

1.3. CONDICOES DE CULTIVO

As formas de alterar a concentragdo de ficobiliproteinas mais estudadas estao entre a
modificacdo da fonte de carbono, de nitrogénio e de luz no cultivo das cianobactérias (FAY,
1983). A fonte de carbono influencia na formacao dos macronutrientes, como carboidratos,
lipideos e proteinas. O cultivo mixotrdfico das cianobactérias do grupo Nostoc, principalmente
utilizando fontes de carbono como glicose, sacarose e melaco de cana de agucar, resulta em
maior produ¢do de ficobiliproteinas, em especial a FE apesar de apresentar menor propor¢ao

que FC (BORSARI, 2007).

O cultivo das cianobactérias em diferentes caracteristicas da luz, como a qualidade e a
quantidade, também pode influenciar a composi¢do das ficobiliproteinas. Na maioria dos
grupos de cianobactérias, altas taxas de intensidade luminosa causa queda do nimero de
proteinas no ficobilissomo, do nimero de complexo por célula e de clorofila a (PORTER et al.,

1978; SENDERSKY et al., 2005).

Em relagdo a fonte de nitrogé€nio, algumas espécies podem apresentar menores niveis

de ficobiliproteinas na presenca de fontes de nitrato, como alguns géneros de Nostoc (LEE,



2017) e outras espécies apresentam menor conteido de FE e maior de FC, como Calothrix sp.

(LIOTENBERG, 1996).

Estes fatores que influenciam a producao dos pigmentos podem ser combinados a fim

de estudar o sinergismo e atingir maior sintese das proteinas.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar os diferentes tipos de meio de cultura variando a
concentragdo de fonte de carbono e de nitrogé€nio para definir a condi¢do que promove a maior
producdo de biomassa e ficocianina nas cepas de cianobactérias Anabaena variabilis ATCC

29413 e Nostoc sp. PCC 7423.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a influéncia na produgdo de ficocianina e no crescimento celular, para as
cianobactérias Nostoc sp.e Anabaena variabilis analisando:
v" Concentragdo de glicose como fonte de carbono suplementado ao meio basal
(BG11y);
v" Concentragdo de nitrato de sodio como fonte de nitrogénio suplementado ao
meio basal (BG11o).
» Determinar a melhor condigdo de suplementagdo e a melhor porcentagem de in6culo

para as duas cepas;



3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

Foram avaliadas duas cepas de cianobactérias, Nostoc sp.PCC 7423 e Anabaena
variabilis ATCC 29413, que foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Cianobactérias e
Ficotoxinas da Universidade Federal do Rio Grande (FURG/RS). Todos os materiais utilizados
na producdo dos diferentes meios, nas analises e nos ensaios foram os disponiveis

comercialmente.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Manutencao das cianobactérias

O cultivo das cianobactérias foi realizado em meio BGllo cuja composicdo €
apresentada nas Tabelas A.1 e A.2 do Anexo 1, preparado com agua deionizada, e foram
mantidas sob temperatura de 30°C, intensidade luminosa de 1533 lux com fotoperiodo de 12 h
em ambiente aerdbico, sendo o repique realizado a cada 15 dias.

As cianobactérias foram cultivadas em frascos de Erlenmeyers de 125, 250, 500 e 1000
mL em camaras de fotoperiodo adaptadas com lampadas fluorescentes. As células foram
transferidas para outros frascos de Erlenmeyers em uma concentragdo conhecida para os ensaios
de diferentes meios de cultura.

Para realizar o repique e o preparo dos ensaios de fermentagdo, toda a vidraria e os
meios de cultivo utilizados foram previamente esterilizados em autoclave a 121°C por 20 min,
a fim de evitar uma possivel contaminagao. Os frascos foram inoculados em Camara de Fluxo
Laminar de seguranga bioldgica com superficie interior descontaminada com alcool 70% e luz

ultravioleta por 15 min.



As duas cepas foram usadas nos ensaios para: (i) investigacdo do efeito da
suplementagdao de fonte de carbono e (ii) de nitrogénio na produgdo de ficocianina e

concentracao celular por cianobactérias por fotofermentagao.

3.2.2. Avaliacido do efeito da suplementacio do meio com fonte de carbono e de

nitrogénio na producao de ficocianina

Foram avaliadas diferentes concentracdes de glicose e nitrato de s6dio (NaNO3) como
fonte de nitrogénio, suplementados ao meio basal para determinar a melhor condi¢do do meio

para a producao de biomassa e de ficobiliproteinas.

Os ensaios de fotofermentagdao foram realizados em batelada usando 40% de volume
util de Erlenmeyers de 125 mL com 10 ou 20% do volume de indculo e o restante de meio e
mantidos em camara de fotoperiodo com controle de temperatura e sob iluminacdo com

lampadas fluorescentes e agitagdo de 150 rpm em mesa agitadora.

A partir de ensaios preliminares comparando o crescimento celular e producdo de
ficocianina com a cepa de Nostoc sp.utilizando entre glicose e lactose proveniente do permeado

de soro de leite foi verificado que a glicose apresentou maior eficiéncia (COTTAS, 2019).

O primeiro experimento consistiu na avaliacdo da suplementa¢cdo do meio basal com
diferentes concentracdes da fonte de glicose e da fonte de nitrogénio, também em concentracdes
distintas. Empregou-se primeiro, somente a cepa de Nostoc sp., com indéculo de 10%,
correspondendo a uma concentragao celular inicial de 0,03 g/L.. Foram analisados seis tipos de

meio cultivo, conforme Tabela 1.



Tabela 1 - Suplementagdo ao meio basal com glicose e/ou NaNOs; durante fermentacao

por Nostoc sp. 0,03 g/L e 10% (v/v)

Meio de cultivo Cglicose (g/L) Cnano3 (mM)
1 0 0
2 2 0
3 0 2 (0,17 g/L)
4 2 2 (0,17 g/L)
5 5 2(0,17 g/L)
6 2 5(0,425 g/L)

Posteriormente, com finalidade de diminuir a fase de adaptacao do inéculo, foi avaliado
o aumento da concentragao inicial de indculo e utilizando 20% em volume de indculo de Nostoc
sp, correspondendo a uma concentragdo celular inicial de 0,07 g/L.. Foram preparados 4 meios

de cultivo diferentes, conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Suplementagdo ao meio de cultivo basal utilizando fonte de carbono e/ou

nitrato de sddio para Nostoc sp. 0,07 g/L e 20% (v/v)

Meio de cultivo Cglicose (g/L) Cnano3 (mM)
1 (controle) 0 0
o) 0 2(0,17 g/L)
3 2 2(0,17 g/L)
4 5 50,425 g/L)




Com os resultados obtidos dos ensaios utilizando a cepa Nostoc sp., ensaios de
fotofermentag¢ao com a cepa de Anabaena variabilis foram realizados para, também, investigar
o efeito da suplementacao do meio BG11o com fonte de carbono e nitrogénio, usando volume
de indculo de 20% com concentracdo celular inicial de 0,03 g/L. Os meios de cultivo sdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Suplementacdo ao meio de cultivo utilizando fonte de carbono e/ou nitrato

para Anabaena variabilis, 0,03 g/L e 20% (v/v)

Meio de cultivo Cglicose (g/L) Cnano3 (mM)
1 (controle) 0 0
2 2 0
3 0 2(0,17 g/L)
4 2 2 (0,17 g/L)
5 5 2(0,17 g/L)
6 2 5(0,425 g/L)

Com os resultados obtidos dos ensaios utilizando a cepa Anabaena variabilis foram
realizados, em seguida, ensaios para investigar o efeito de concentracdes de agucar inferiores a
2 g/L, na presenca ou auséncia da fonte de nitrogénio utilizado. Foi utilizado volume de in6culo
de 20%, sendo a concentracdo celular inicial de 0,03 g/L. Os meios de cultivo sdo apresentados

na Tabela 4.
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Tabela 4 - Suplementacao ao meio de cultivo utilizando fonte de carbono e/ou nitrato

para Anabaena variabilis, 0,03 g/L e 20% (v/v)

Meio de cultivo Cglicose (g/L) Cnano3 (mM)
1 (controle) 0 0
2 0,5 0
3 1 0
4 0,5 2(0,17 g/L)
5 1 2 (0,17 g/L)
6 1 50,425 g/L)

Durante os ensaios de fotofermentacao, que foram feitos em triplicatas, amostras foram
retiradas para andlise do crescimento celular e no ltimo dia do ensaio, o teor de ficocianina foi
quantificado apds extragdo. O método de extracdo de FC utilizado foi por ciclos de

congelamento e descongelamento combinado com ultrassom (ver item 3.2.3.3).

3.2.3. Métodos Analiticos

3.2.3.1. Concentragao celular
A analise do crescimento celular foi determinada pela densidade celular pelo método
gravimétrico e por espectrofotometria a 650 nm para a cepa Nostoc sp. € 610 nm para Anabaena
variabilis, comprimentos de onda pré-determinados, a partir da curva de calibragao
correlacionada a medida da absorbancia do inoculo dos microrganismos através do
espectrofotometro (Shimadzu UV mini-1240) e a concentracao de cé€lulas (g/L). As curvas de

concentragdo de célula versus absorbancia estdo dispostas em Anexo 2 (Figuras A.1 e A.2).
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3.2.3.2. Concentracao de ficocianina
Visto que as ficobiliproteinas sao compostos intracelulares, foi necessario a realizagao
da etapa de extracdo. Para a extragdo de FC, foi utilizado método de extracao por congelamento
e descongelamento combinado com ultrassom baseado do trabalho de Cottas (2019). Durante
o ciclo de congelamento e descongelamento ha a formagao de cristais de gelo intracelulares que

causam danos a cé¢lula, promovendo assim a extragdo de compostos intracelulares.

Utilizando uma amostra de 15 mL contida em tubo Falcon, foram realizados 5 ciclos de
congelamento a (-15°C) por 1,5 h e descongelamento em banho ultrassonico a (25°C) por 30

min, utilizando como solugdo extratora o tampao fosfato 0,1 M pH 7,0.

As amostras, apds extracdo, foram analisadas por espectrofotometria (Shimadzu UV
mini-1240), de acordo com o comprimento de onda para a FBP, sendo FC — A = 615 nm
(AJAYAN et al., 2012). A concentragio de FC (ug.mL™') foi calculada de acordo com a

Equagio 1 (BENNETT e BOGORAD, 1973):

_ As15—0,474(A652)

Crc = T 534 (1

12



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacio do efeito da concentracido de glicose e nitrato de soédio na
suplementac¢io do meio basal BG11o no cultivo de Nostoc sp.

Os dados obtidos da avaliacdo do efeito da suplementagdao de fonte de nitrogénio e
glicose ao meio basal em diferentes concentragdes, para a cepa de Nostoc sp., utilizando indculo
de 10% (v/v) com concentrag¢ao inicial de células de 0,03 g/L por 14 dias, estdo mostrados na

Figura 3.

Figura 3 - Crescimento celular com suplementagao de fonte de nitrogénio e glicose para
Nostoc sp. para indculo de 10% (v/v), em fungdo do tempo. Controle (4), Glicose 2 g/L (W),
Nitrato 2 mM (24\), Glicose 2 g/L + Nitrato 2 mM (M), Glicose 5 g/L + Nitrato 2 mM (),

Glicose 2 g/L + Nitrato 5 mM (@)

Concentracgéo celular (g\L)

16

Tempo (dias)

Observa-se na Figura 3, que todos os meios suplementados apresentaram concentragao
celular superior ao controle a partir do sétimo dia, com exce¢do do meio com glicose 5 g/L +

nitrato 2 mM no ponto final.
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Analisando os meios em que foram adicionados somente glicose (2 g/L) ou nitrato de
sodio (2 mM), o maior aumento da concentragdo celular ocorreu para o meio enriquecido com
a fonte de nitrogénio isolada, sendo 0,39 g/L, e para o meio com glicose a concentracao celular
foi 0,33 g/L ao final do ensaio. Quando analisada a suplementagdo de ambos ao meio, a
concentracao final de células foi de 0,34 g/L, indicando que esta proporcao ¢ insuficiente para
aumentar a concentragdo celular quando comparado com meio suplementado somente com

glicose.

O meio com concentracdo de nitrato 2mM e concentragdo de glicose de 5 g/L,
apresentou morte celular ap6s o 7° dia, indicando possivel inibicdo pelo excesso de substrato.
Porém, ao aumentar a concentra¢do de nitrato para 5 mM com concentracdo de glicose em 2

g/L, observa-se uma concentragdo de células superior atingindo 0,56 g/L.

Com relagdo a producao de FC, analisou-se a concentragdo ao final do ensaio, com os

dados dispostos na Figura 4.

Nota-se que nas suplementacdes isolada e conjunta de glicose 2 g/L e nitrato 2 mM nao
foi verificado aumento da concentragdo de FC em relagdo ao meio controle, apesar de relatado
na literatura o efeito positivo de uma fonte de carbono (Lebedeva et al., 2005). Ja o meio com
glicose 2 g/LL e NaNOj3; 5 mM possibilitou o aumento da concentracdo de FC cerca de 50% em

relacdo ao meio controle, apresentando 48,73 pg/mL.

Diferentes autores estudaram diferentes comportamentos para a adicdo de glicose ou
fontes de nitrogénio, como nitrato. Entretanto, a combinagdo da suplementacdo com os dois

compostos nao foi muito investigada.

Khattar et al. (2015), analisando a producdo de Anabaena fertilissima com adi¢ao de

glicose 5 g/L ao meio controle provocou reducio de 40% na concentragdao de FC, e obtiveram
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46,5 % e 32 % de aumento na produgdo de FC adicionando nitrato 2 mM e 5 mM de nitrato ao

meio cultivo controle, respectivamente.

Figura 4 - Concentragdo de FC nos ensaios com suplementacdo de fonte de nitrogénio
e glicose para Nostoc sp. com indculo de 10% (v/v) para 14 dias de cultivo. Controle(W),

Glicose 2 g/L (), Nitrato 2 mM (M), Glicose 2 g/L+ Nitrato 2 mM (M), Glicose 2 g/L. + Nitrato

5 mM (m).
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Letras diferentes entre as colunas representam diferenga estatistica do Teste Tukey com p < 0,05.

A partir destes dados, considerou-se aumentar a concentragdo celular inicial do indculo
para 0,07 g/L utilizando 20% (v/v) para fins de diminuir a fase de adaptagao, repetindo algumas
condig¢des e analisando o efeito de 5 g/L de glicose combinado com a fonte de nitrogénio 5 mM

ao meio de cultivo, como mostrado na Figura 5.
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Figura 5 - Crescimento celular pela suplementacao de fonte de nitrogénio e glicose para
Nostoc sp. para inoculo de 20% (v/v). Controle (@), Nitrato 2 mM (/\), Glicose 2 g/L + Nitrato

2 mM (M), Glicose 5 g/L + Nitrato 5 mM (®)
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Pode-se verificar que a suplementagdo provocou novamente o aumento na concentragao
celular cerca de 10 vezes em relagdo ao meio controle. O meio contendo 5 g/L de glicose e 5
mM de nitrato de sddio apresentou concentragao celular superior, em torno de 30% em relacao
meio de 2g/L de glicose e 2 mM de nitrato, salientando que esta suplementacdo beneficia a

producdo de biomassa, apresentando uma concentracao final de 0,63 g/L.

Observa-se que, a concentracao celular utilizando o meio contendo 2 g/L de glicose e 2
mM de nitrato de sédio em 20% (v/v) obteve uma concentragdo de 0,63 g/L que foi superior
em relacdo ao meio suplementado apenas com nitrato 2 mM, com comportamento contrario ao

obtido do ensaio com 10 % (v/v) in6culo.

Em relacdo a concentracao de FC, mostra-se na Figura 6 os resultados obtidos ao final

do cultivo.
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Figura 6 - Concentracdo de FC para os ensaios com suplementagdo de fonte de
nitrogénio e glicose para Nostoc sp. com indculo de 20% (v/v) em 14 dias. Controle (M), Nitrato

2 mM (M), Glicose 2 g/L + Nitrato 2 mM (M), Glicose 5 g/L + Nitrato 5 mM (M)
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Letras diferentes entre as colunas representam diferenga estatistica do Teste Tukey com p < 0,05.

A Figura 6 indica que o efeito da suplementacdo de nitrato e glicose simultaneamente
em ensaios com 20% (v/v) de indculo com concentracdo celular de 0,07 g/L, favoreceram o
aumento da concentrag¢do de FC para o meio contendo 2 g/L de glicose e 2 mM (11,59 pg/mL)

podendo estar relacionado com a propor¢do de indculo/meio.

Acredita-se que, com uma concentragdo celular adequada, a suplementagdo ao meio
BG11o nestas propor¢des colaboraram tanto para o crescimento celular como para produgdo
de ficocianina, obtendo 25,11 pg/mL com o meio contendo 5 g/L glicose € 5 mM de nitrato de

sodio, 3,2 vezes superior ao teor encontrado usando meio basal.

Experimentos com alta concentragdo de 10 g/L de glicose, com presenca de 2, 5 e 10
mM de NaNOs3, mostraram morte celular com 4 dias de ensaio, provavelmente pelo excesso de

concentracdo da fonte de carbono (glicose) no meio de cultivo ou por concentragdo celular
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inicial inadequada (COTTAS, 2019). Por isto, outro ensaio investigando concentragdes
menores entre 0,5 e 2 g/L glicose também foram realizados com a Nostoc sp.com concentragao

celular inicial de 0,05 g/L e estdo dispostos na Figura 7.

Figura 7 - Crescimento celular pela suplementagao de fonte de nitrogénio e glicose para
Nostoc sp. para inodculo de 20% (v/v). Controle (#), Glicose 0,5 g/L (©), Glicose 1 g/L (&),
Glicose 0,5 g/L + Nitrato 2 mM (4 ), Glicose 1 g/L + Nitrato 2 mM (), Glicose 1 g/L + Nitrato

SmM (7).
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A partir da andlise da Figura 7, verificou-se que em 14 dias, todas as condi¢des de
suplementagdo também provocaram aumento na concentragdo celular superior ao meio controle
(BG11o), mostrando que tanto as fontes de nitrogénio quanto as de carbono melhoraram o
crescimento da biomassa. Também ¢é possivel verificar que a melhor condi¢do foi obtida com
suplementagdo de 0,5 g/L de glicose e 2 mM de nitrato (0,33 g/L), aproximadamente 3 vezes
maior que a concentracdo do meio controle. Os resultados mostraram que, a medida que as
concentragdes de glicose e nitrato aumentam, uma inibi¢do do crescimento de biomassa foi
observada.
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Em relagdo a concentracao de FC, mostram-se na Figura 8 os resultados obtidos ao final

do cultivo.

Figura 8 - Concentracdo de FC para os ensaios com suplementacdo de fonte de
nitrogénio e glicose para Nostoc sp. com indculo de 20% (v/v) em 14 dias. Controle (M), Glicose
0,5 g/L (M), Glicose 1 g/L (™), Glicose 0,5 g/L + Nitrato 2 mM (M), Glicose 1 g/L + Nitrato 2

mM (M), Glicose 1 g/L + Nitrato 5 mM ().
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Letras diferentes entre as colunas representam diferenga estatistica do Teste Tukey com p < 0,05.

Em relagdo obten¢ado de ficocianina por Nostoc sp., como mostrado na Figura §, em 14
dias de fermenta¢do a suplementacdo que promoveu crescimento celular superior também
favoreceu o maior teor de FC, sendo glicose 0,5 g/L e nitrato de sodio 2 mM, atingindo 26,86

ng/mL de FC, que representa 2,6 vezes maior que a condi¢ao de controle.

Segundo Borsari et al. (2007) e Lee et al. (2017), tanto a suplementacao isolada de
glicose quanto a adi¢ao apenas da fonte de nitrogénio, favoreceram o aumento na concentragao

de FC, que corrobora com os dados destes ensaios.
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Os ensaios com melhores resultados para in6culo de 20%, tiveram razdo de 0,34 g
nitrato/g glicose, com maior crescimento celular (0,33 g/L) e concentracdo de FC (26,86

png/mL) para 0,5 g/L de glicose e 2 mM de nitrato.

Além disso, ao analisar os dados do ensaio com 10% (v/v) de indculo, observa-se que
uma razao de 0,21 g nitrato/g glicose também obteve resultados superiores que as demais
proporcdes e condigdes de cultivo. Nao € possivel afirmar que, quanto maior esta razao, melhor
sera a produgdo de FC e o crescimento celular, visto que um dos ensaios com 20% de in6culo
apresentou razao de 0,42 (meio contendo 1 g/L. de glicose € 5 mM de nitrato de so6dio) resultou
em baixas concentragdes de FC e biomassa. Isso demonstra que o melhor intervalo da razao
nitrato/glicose ¢ entre 0,21 ¢ 0,34 g nitrato/g glicose. Para o caso da razdo mais baixa (0,03),
houve morte celular (5 g/L de glicose ¢ 2 mM de nitrato), provavelmente devido a inibig¢ao de

crescimento celular.

4.2. Avaliacio do efeito da concentracio de glicose e de nitrato de sodio na
suplementac¢io do meio controle BG11o no cultivo de Anabaena variabilis

Com os dados obtidos nos ensaios para maior produ¢do de FC por Nostoc sp.,

considerou-se realizar experimentos analisando os mesmos parametros para Anabaena

variabilis, o volume de indculo de 20 % (v/v), com concentragado celular inicial de 0,03 g/L, em

ensaios de 10 dias.

Os resultados para avaliagdo da suplementagcdo do meio basal com fonte de nitrogénio

e com glicose, sao mostrados na Figura 9.
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Figura 9 - Crescimento celular pela suplementacao de fonte de nitrogénio e glicose para
Anabaena variabilis para indculo de 20% (v/v). Controle (@), Nitrato 2 mM (A), Glicose 2
g/L (M), Glicose 2 g/LL + Nitrato 2 mM (M), Glicose 2 g/L + Nitrato 5 mM (®), Glicose 5 g/L

+ Nitrato 2 mM (4)

0,3
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Analisando a Figura 9 observa-se que as suplementa¢des aumentaram a concentragao
celular em relag@o ao meio controle a partir de 10 dias, com exce¢do dos meios contendo 5 g/L
glicose + 2 mM nitrato de sodio e 2 g/L glicose + 2 mM nitrato de sddio, pois apresentaram
morte celular a partir de 4 dias. Este ultimo meio apresentou resultado diferente quando
comparado a mesma condi¢do de 2 g/L de glicose e 2 mM de nitrato de s6dio para a cepa de
Nostoc sp., a qual apresentou concentragdo celular maior que do controle, indicando uma
diferenca relacionada as espécies, que podem ter metabolismos diferentes de acordo com a

composi¢dao do meio.

Apesar disso, assim como nos ensaios com a cepa Nostoc sp. uma das melhores

condig¢des obtida foi para 2 g/LL de glicose e 5 mM de nitrato apresentando concentragao celular
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final de 0,28 g/L utilizando a Anabaena variabilis, sendo 50% maior que a concentracdo do

meio controle.

A respeito do teor FC produzido por Anabaena variabilis, os resultados estao dispostos

na Figura 10.

Figura 10 - Concentragao de FC para os ensaios com suplementagdo de fonte de
nitrogénio e glicose para Anabaena variabilis com indculo de 20% em 10 dias. Controle (M),

Nitrato 2 mM (M), Glicose 2 g/L (M), Glicose 2 g/LL + Nitrato 5 mM (M)
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Letras diferentes entre as colunas representam diferencga estatistica do Teste Tukey com p < 0,05.
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Pela analise da Figura 10 nota-se que a produgdo de FC ¢ favorecida com o meio que
contém glicose 2 g/ com nitrato 5 mM e 20% de in6culo, obtendo-se 18,6 pg/mL, que também
foi observado para o ensaio com a cepa de Nostoc sp. com 10% de inoculo, corroborando ser
uma das concentragdes a serem utilizadas para aumentar a concentragdo de FC para estas

espécies.

Verifica-se também que, a suplementacdo isolada de glicose (2 g/L) ou de nitrato de
sodio (2 mM) nao influenciou a concentragdo de FC por Anabaena variabilis, sendo que o teor
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apresentado, cerca de 14 ug/mL, ndo apresentou diferenga significativa destas condigdes em

relacdo ao meio basal.

Para investigar concentragdes menores de glicose, entre 0,5 e 2 g/L., foram também
realizados experimentos com a cepa Anabaena variabilis com concentragdo celular inicial de

0,03 g/L e estao dispostos na Figura 11.

Figura 11 - Crescimento celular pela suplementacao de fonte de nitrogénio e glicose
para Anabaena variabilis para inoculo de 20% (v/v). Controle (#), Glicose 0,5 g/L (/)
Glicose 1 g/L (M), Glicose 0,5 g/L + Nitrato 2 mM (®), Glicose 1 g/L + Nitrato 2 mM (+),

Glicose 1 g/L + Nitrato 5 mM (4)
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A partir da andlise da Figura 11 verificou-se que, assim como nos ensaios anteriores,
estas suplementagdes tendem a aumentar a concentracao celular em relagdo ao meio controle.
E possivel verificar que a melhor condigio foi obtida com suplementagdo de 1 g/L de glicose e

5 mM de nitrato (0,61 g/L), cerca de 2 vezes maior que a concentracdo do meio controle.
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Em relacao a concentracdo de FC, mostram-se na Figura 12 os resultados obtidos ao

final do cultivo.

Figura 12 - Concentragdo de FC para os ensaios com suplementagdo de fonte de
nitrogénio e glicose para Anabaena variabilis com indculo de 20% em 14 dias. Controle (),
Glicose 0,5 g/L. (W), Glicose 1 g/L (i), Glicose 0,5 g/L + Nitrato 2 mM (M), Glicose 1 g/L +

Nitrato 2 mM (M), Glicose 1 g/LL + Nitrato 5 mM ().
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Letras diferentes entre as colunas representam diferenga estatistica do Teste Tukey com p < 0,05.

Analisando a Figura 12, a condic¢do de cultivo que promoveu maior crescimento celular
também favoreceu a maior producdo de FC (glicose 1 g/L e nitrato de s6dio 5 mM), atingindo
41,13 pg/mL de FC. As suplementacdes de 0,5 e 1,0 g/L de glicose com concentragdo de nitrato
de s6dio 2 mM ndo resultaram em incremento na produ¢do de FC em relacdo ao meio basal,
provavelmente, por apresentar baixa concentragdo de substrato para uma alta concentracio

celular.

Os ensaios com melhores resultados para a cepa Anabaena variabilis, tiveram razao de

0,42 g nitrato/g glicose, com maior crescimento celular (0,61 g/L) e concentra¢ao de FC (41,13
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ng/mL) para 1 g/L de glicose ¢ 5 mM de nitrato com 10 dias de fermentagdo. Outra
suplementagao de destaque foi utilizando 2 g/ de glicose ¢ 5 mM de nitrato de sddio,
apresentando razao de 0,21 g nitrato/g glicose, obtendo resultados superiores as demais
propor¢des e condigdes de cultivo ao final de 10 dias, para uma determinada concentragao
celular final. Isso demonstra que o melhor intervalo da razao nitrato/glicose ¢ entre 0,21 ¢ 0,42

g nitrato/g glicose, para uma concentragdo celular adequada.

De acordo com a avaliagdo da suplementacao ao meio basal, verifica-se que a adi¢ao de
nitrato ou glicose de forma isolada, ndo influenciou significativamente para aumentar a sintese
de FC. O meio contendo 2 g/ ¢ 5 mM de nitrato de sodio (razdo de 0,21 g nitrato/g glicose) ¢

a melhor condic¢do que coincide entre as duas cepas de cianobactérias.

Os resultados complementares da concentracdo celular e concentraciao de FC para todas

as condicdes estudadas se encontram no Anexo 2 (Tabelas A.3 e A.4).
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos por este estudo indicam que a suplementacao ao meio BG11ocom
glicose e nitrato de sddio favoreceram o aumento na produgdo de biomassa e obtencao de
ficocianina para as cepas de Anabaena variabilis e Nostoc sp. Dentre estes resultados, a melhor
suplementagdo coincidente foi obtida adicionando glicose 2 g/L e nitrato de sdédio 5 mM ao
meio de cultivo, obtendo-se nesta ordem 0,28 g/L de biomassa e 18,6 pg/mL de FC para
Anabaena variabilis (20% v/v) em 10 dias e de 0,56 g/L de biomassa e 48,73 pg/mL de FC
para Nostoc sp. (10% v/v) em 14 dias. O aumento da concentracdo celular foi de
aproximadamente 2 vezes para ambas cepas, e para a concentracdo de FC cerca de 50% para

Nostoc sp. e 29% para Anabaena variabilis em relagdo ao meio basal.
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ANEXO 1
Composi¢do do meio basal BG11y para cultivo das cianobactérias

Tabela A.1 - Componentes do meio BG11y e suas concentragdes

Reagente Concentracio Concentracao Volume solucao
g (g/100mL) (g/L) mL/L
K>HPOg4 3 0,03 ImL
MgS04.7H20 7,5 0,075 ImL
CaCl».2H>0O 3,6 0,036 ImL

Citrato de amodnio
0,6 0,006 ImL
férrico

Na;EDTA.2H,0O 0,1 0,001 ImL
Acido citrico 0,6 0,006 ImL
Na,CO3 2 0,02 ImL
Solu¢do metais trago - ImL ImL

Tabela A.2 - Composicao da solucdo de metais traco do meio BG11o

Reagente Concentracio (g/L)
ZnSO4 . TH20 0,222
MnCl; . 4H>O 1,81
NaxMoOs . 2H20 0,39
CuSOs4 . 5H20 0,079
CaCl,.6H20 0,04
H3BOs 2,86
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ANEXO 2
Curvas de calibragdo concentracao celular versus absorbancia

Figura A.1 — Curva de calibracdo para crescimento celular Nostoc sp.
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Figura A.2 — Curva de calibragdo para crescimento celular Anabaena variabilis
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Tabela A.31 - Consolidado para avaliagdo do meio de cultivo para Nostoc sp.

Ensaio Vinéculo Calic CnaNo3 Ra.ZQO N/(.} Cecelular (ugC/anL)
(% vIv) (g/L) (nM) (g nitr/g glic) (g/L) 14d 14d

1 10 0 0 oAk 0,28 32,42
2 10 2 0 0 0,33 25,56
3 10 0 2 oAk 0,39 19,98
4 10 2 2 0,08 0,34 8,6
5 10 5 2 0,03 Nd Nd
6 10 2 5 0,21 0,56 48,73
7 20 0 0 oAk 0,18 7,74
8 20 0 2 oAk 0,58 9,02
9 20 2 2 0,08 0,63 11,60
10 20 5 5 0,08 0,81 25,11
11 20 0 0 oK 0,13 10,19
12 20 0,5 0 0 0,15 15,56
13 20 1 0 0 0,18 17,93
14 20 0.5 2 0,34 0,33 26,86
15 20 1 2 0,17 0,26 20,58
16 20 1 5 0,42 0,18 9,37

Nd — ndo calculado devido a perda do ensaio devido morte celular
*#* _ razdo ndo existente



Tabela A.4 - Consolidado para avaliacdo do meio de cultivo para Anabaena variabilis

Ensaio Vinéculo Calic CnaNo3 Razao N/G Ccelular (ugC/anL) Cecelular (ugC/anL)
(% v/v) (g/L) (nM) (g nitr/g glic) (g/L) 10d 10d (g/L) 14d 14d
1 20 0 0 oAk 0,14 14,37 - -
2 20 2 0 0 0,17 13,95 - -
3 20 0 2 oAk 0,20 14,38 - -
4 20 2 2 0,09 Nd Nd - -
5 20 2 5 0,21 0,28 18,56 - -
6 20 5 2 0,03 Nd Nd - -
7 20 0 0 oAk 0,16 - 0,33 32,42
8 20 0,5 0 0 0,17 - 0,40 40,06
9 20 1 0 0 0,18 - 0,41 39,59
10 20 0,5 2 0,34 0,28 - 0,47 27,62
11 20 1 2 0,17 0,34 - 0,54 24,74
12 20 1 5 0,42 0,32 - 0,61 41,13

Nd — ndo calculado devido a perda do ensaio devido a morte celular
*#* _ razdo ndo existente



