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Resumo

Cyanobacteria € um grupo de organismos unicelulares, procariotos e
fotossintetizantes. Possui uma enorme diversidade morfologica, fisioldgica e
metabadlica e isto permite a aplicagao destes organismos em diversas areas. Este
trabalho teve como objetivo caracterizar a biomassa da cianobactéria
Rhabdoderma lineare (3083) em relagdo a seu crescimento, fisiologia
fotossintetica, composi¢cao bioquimica, metabolitos secundarios e toxicidade,
avaliando seu potencial biotecnologico e possiveis aplicagdes comerciais. Para
avaliagao do crescimento foram testados 3 fotobiorreatores com caminhos 6ticos
diferentes, sendo eles, Erlenmeyer, biorreator cilindrico e frasco de cultura de
tecido, no entanto, a utilizacdo da intensidade de luz 6tima durante os cultivos
acabou gerando rendimentos similares nos 3 reatores. Posteriormente,
realizaram-se cultivos em biorreatores cilindricos onde determinou-se o
rendimento de biomassa seca (0,538 + 0,085 mg.mL™") e a taxa de crescimento
(0,50 d*). A andlise por meio da fluorescéncia de pulso de amplitude modulada
(PAM), levou a determinacdo dos seguintes parametros fotossinteticos:
rendimento quantico maximo (0,20 + 0,01) e efetivo (0,18 £ 0,004), irradiéncia
saturante (250 umol fotons m? s'), taxa de transporte de elétrons maxima (70
umol e- m? s') e eficiéncia de absorgdo de luz (0,27 + 0,009 m?/mg Chl a), e a
partir destes calculou-se a taxa tedrica de fixagado de CO- (0,075 + 0,008 g C/mg
Chl a . dia). Para a composigao bioquimica de R. lineare obteve-se o conteudo
total de proteinas (109,202 + 0,00135 pg/mL), lipidios (6,47 + 1,29 %DW),
carboidratos (42,440 *+ 3,202 pg/mL), clorofila a (7,96 £+ 1,06 pg/mL),
carotenoides (1,79 £ 0,30 pg/mL) e ficocianina (11,201 £ 3,734 pg.mL-1).
Extratos realizados a partir da biomassa demonstraram atividade antioxidante de
25% em DPPH, e nenhum efeito toxico contra Artemia salina. Ja a analise
metabolémica desvendou a presengca de glicerolipideos, glicolipideos e
catabolitos defitilados de clorofila, mas ndo identificou toxinas nem compostos
pertencentes ao metabolismo secundario. Quando comparada com as principais
espécies de microalgas atualmente comercializadas para suplementacéo
alimentar, R. lineare se destaca por apresentar um conteudo superior de
proteinas, conteudos semelhantes dos demais compostos e uma aparente baixa
toxicidade, evidenciando uma potencial aplicagao para a espécie.
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1. Introducao

Cyanobacteria formam um grupo de organismos dos mais abundantes e
fundamentais para o funcionamento da biosfera, uma vez que cumprem um
papel importante em diversos ciclos biogeoquimicos. Dentre eles, podemos
elencar a participagao na produgao primaria de biomassa, no suprimento global
de oxigénio e na fixagdo bioldgica de carbono e nitrogénio (Kumari & Rai, 2020).
Sendo organismos fotoautotroficos, sdo capazes de fixar o CO2 atmosférico,
utilizando energia luminosa para converte-lo em energia quimica e biomassa.

S&o organismos unicelulares, procariotos e uma das formas de vida mais
primitivas presentes no planeta (Singh et al. 2005). Podem ser de vida livre,
formar colénias ou filamentos, sendo os ultimos capazes de produzir células
diferenciadas, tais como heterocistos especializados na fixagdo de nitrogénio e
esporos resistentes ao clima, os acinetos (Singh et al. 2005). Exibem uma
enorme diversidade morfologica, fisiolégica e metabdlica, podendo colonizar
uma ampla gama de habitats, mas predominam nos ambientes aquaticos
(Kumari & Rai, 2020). Por serem organismos unicelulares ou multicelulares
simples, apresentam taxas de crescimento e de fixagdo de CO, maiores que das
plantas terrestres e aquaticas, tornando-os eficientes no processo de bio-
mitigacdo de CO2 (Wang et al, 2008). Nesse quesito, agrega-se a vantagem de
nao dispenderem energia com a producéo de caules ou outras estruturas, como
ocorre nos vegetais vasculares.

Cianobacterias s&o capazes de modular sua composi¢gdo de pigmentos
para aperfeicoar a captacdo de luz protegendo a célula de danos oxidativos
(Gupta et al. 2013). Estes pigmentos, onde se incluem a ficocianina, os
carotenoides e diversos compostos fendlicos, podem ser aplicados na industria
alimenticia e cosmética como corantes naturais (Priyadarshani & Rath, 2012;
Gupta et al, 2013) e carregam ainda o potencial antioxidante, de grande interesse
a industria. A capacidade antioxidante traz diversos beneficios a saude, como a
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prevencao de doengas cardiovasculares, Alzheimer e alguns tipos de cancer,
possuindo efeitos hepatoprotetores e anti-inflamatérios (Goiris et al, 2012).
Acrescenta-se que muitos dos produtos previamente mencionados nao sao
possiveis de serem produzidos por vias sintéticas devido a sua complexidade,
evidenciando a importancia das pesquisas relacionadas ao metabolismo das
cianobactérias e suas potenciais aplicagdes na industria.

Varias cianobactérias produzem metabdlitos com efeitos toxicos para a
saude humana e ambiental, conhecidos por cianotoxinas. Portanto, conhecer o
potencial toxico e/ou ndo téxico de uma cepa de cianobactéria € fundamental
antes de qualquer proposigcao para seu uso, qualquer que seja ele. A garantia de
sucesso dos processos biotecnolédgicos relacionados as cianobactérias depende
certamente da escolha da espécie e das condi¢cbes de cultivo. Conhecer a
fisiologia de novas espécies € uma meta condizente com a busca por novos
compostos e suas aplicagcdes e, definir condicdes de cultivo que possam
potencializar a sintese dos compostos satisfaz os interesses da biotecnologia e
do mercado. De acordo com Pulz & Gross (2004) para atingir esses objetivos, é
necessario ter conhecimento da fisiologia, ecologia e taxonomia dos organismos
envolvidos.

Este estudo trouxe como novidade investigar uma cepa de cianobactéria
brasileira ainda pouco explorada (Rhabdoderma lineare) visando compreender
sua fisiologia e composicdo bioquimica com potencial biotecnolégico para
possiveis aplicagbes comerciais. Com base nos resultados promissores que
obtivemos quanto a producdo de proteinas e biomassa seca, analisamos
também o potencial toxico e metabolémica da cianobactérias. Esses resultados
mostraram auséncia de qualquer potencial toxico nas condi¢gdes cultivadas e, por
isso, finalizamos o estudo sugerindo aplicacdo da cepa no setor alimenticio,
como fonte de proteinas.



2. Objetivos

Investigar Rhabdoderma lineare, uma cianobactéria ainda pouco
explorada, caracterizando a sua fisiologia, composigao bioquimica, toxicidade e
metabolitos secundarios, de modo a considerar seu potencial biotecnolégico
para possiveis aplicagbes comerciais.



3. Material e métodos

Etapa 1l

Escolha do biorreator

Cultivo em: -Erlenmeyer
-Frasco Cultura de tecido
-Reator cilindrico (250 mL)

-Biomassa seca
-Rendimento maximo
-Fluorescéncia da clorofila
a

J

/ Etapa 2

Analise fotossintética

-Rendimento maximo
-Rendimento efetivo
-Curva de luz
-Fixacao do CO,

Composicdo Bioguimica

-Carboidratos totais
-Proteinas totais
-Lipidios totais

totais e ficocianina)

~N

-Pigmentos (carotenoides

-Extratos
-atividade -toxicidade
antioxidante
(DPPH) -metaboldmica

J

Figura 1. Fluxograma das etapas laboratoriais 1 e 2, e determinagdes em cada uma delas.

3.1. Condic¢oes de cultivos

A cepa de cianobactéria Rhabdoderma lineare (3083) foi gentilmente

cedida pela Profa. Dra. Célia Leite Sant’'anna, responsavel pela colecdo de

culturas de algas, cianobactérias e fungos do Instituto de Boténica de SP e foi

mantida em meio BG-11

sob condicbes controladas de temperatura,

luminosidade (60 pmol fotons m? s™') e fotoperiodo 12:12h (ciclo claro:escuro).

Com a finalidade de determinar a

intensidade luminosa de cultivo

adequada para a cepa, foi realizado um cultivo no qual as células foram mantidas

em 130 pmol fétons m? s'. Na fase exponencial uma aliquota de 3 mL foi
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coletada para realizagdo da curva rapida de luz (RLC), usando a técnica de
fluorescéncia de amplitude modulada (PAM). Apds tratamento matematico da
RLC, a irradiancia saturante (Ek) foi calculada e resultou em 250 pymol fotons m-
2 5", Com base no valor de Ek, ficou estabelecida a intensidade luminosa que

seria utilizada durante os experimentos.

Para melhor desenvolvimento deste projeto, o mesmo foi dividido em duas

etapas, como mostrado a seguir.

3..2. Etapa 1: Determinagao do biorreator mais adequado para
o cultivo de Rhabdoderma lineare

Para escolha do reator mais adequado foram realizados 3 cultivos
simultdneos em 3 fotobiorreatores (FBR) com diferentes caminhos oticos
contendo 250 mL de meio BG-11 esterilizado (autoclave 121°C, 20 min). O pH
inicial foi ajustado em 7,0 e os 3 modelos de FBR foram: Erlenmeyer (500 mL
capacidade), biorreator cilindrico (250 mL capacidade) e frasco de cultura de
tecido (250 mL capacidade). As culturas foram constantemente agitadas
mediante o borbulhamento de ar mantidos por um periodo de sete dias sob
condigdes controladas de temperatura (24 °C +1), luminosidade (200 pmol fétons
m? s), e fotoperiodo 12:12 h (ciclo claro:escuro). Todos os cultivos foram
realizados em triplicata.

O monitoramento do crescimento populacional foi realizado mediante a
retirada diaria de amostras, as quais foram analisadas para biomassa seca,
fluorescéncia da clorofila a in vivo e fotossintese (PhytoPAM Il), que se deu por
meio da determinagéo do rendimento quantico fotossintético maximo.

Para determinagao da biomassa seca uma aliquota de 3 mL foi filtrada em
filtros de acetato de celulose, previamente mantidos em estufa a 40 °C para
permanecerem secos. Apos filtragem da cultura, os filtros foram secos a 40 °C
por 24 h e a massa aferida em balanga analitica (Mettler Toledo — capacidade



10 g). A fluorescéncia da clorofila a in vivo foi determinada em fluorimetro
(Turner Designs, USA).

A taxa de crescimento foi determinada por meio de regresséao linear da
clorofila a in vivo na fase exponencial de crescimento. Para tanto plotamos o Ln
da concentrag&o do pigmento em fungao do tempo experimental (dias) e a parte
linear foi ajustada por regressao. O coeficiente angular da equagéao da reta apos
o ajuste representa a taxa de crescimento especifica. Todos os calculos
matematicos e plotagem dos dados foram realizados no software Igor Pro
(Wavemetrics, EUA).

O rendimento quéntico fotossintético foi mensurado no fluorimetro de
amplitude de pulso modulada (PhytoPam-Il, Walz, Alemanha). As amostras
foram aclimatadas no escuro por 15 min obtendo-se a oxidagdo completa do
fotossistema Il (PSIl). Esse parametro resulta da diferenga entre a fluorescéncia
maxima e minima dividida pela fluorescéncia maxima, como mostrado na
equagao (1).

®v = Fu—FolFum (1)

3..3. Etapa 2: Estudo da fisiologia e composi¢cao bioquimica da
biomassa

Em fungdo dos resultados da etapa 1, o biorreator selecionado foi o
biorreator cilindrico. Com o intuito de obter uma quantidade maior de biomassa
para ser utilizada nas proximas analises, foram utilizados biorreatores de 1L
contendo 800 mL de meio, sob aeracdo. Além disso, o pH foi controlado por
adicdo de CO2 (15% v/v) em mistura com argbnio, o qual era ativado
automaticamente quando a cultura atingia um pH de 8,2 e desativado ao atingir
pH 7,8. O indculo inicial foi de 300 RFU, equivalente a 0,030 mg L' de clorofila
a in vivo. As culturas foram mantidas sob condi¢gdes controladas de temperatura
(24 °C 1), luminosidade (200 ymol fétons m? s™), e fotoperiodo 12:12 h (ciclo
claro:escuro). Todos os cultivos foram realizados em triplicata e foram finalizados

apos 7 dias.



Diariamente foram analisados os parametros de crescimento (biomassa
seca, fluorescéncia da clorofila a) e o rendimento quantico maximo seguindo os
mesmos protocolos realizados na Etapa 1.

Durante o ultimo dia da fase exponencial foram retiradas amostras para a
determinacdo dos parametros fotossintéticos (rendimento quantico efetivo e
curva rapida de luz), da composigao bioquimica (proteinas, carboidratos e
lipidios totais) e dos pigmentos (clorofila a e carotenoides totais).

a) Determinagdo dos parémetros fotossintéticos na fase exponencial.

Durante a fase exponencial, o rendimento efetivo (®’w) foi estimado por
meio das equagdes descritas em Juneau et al. (2002). Para tal, as amostras
foram adaptadas ao claro por 10 min recebendo pulsos com intensidade

luminosa similar a luz de cultivo (200 ymol fétons m? s') a cada 20 segundos.

d'v=(Fm-Fs)Fm (2)

A curva rapida de luz (RLC) foi determinada e apds o tratamento
matematico dos dados, a taxa relativa de transferéncia de elétrons (rETR) da
cadeia fotossintética, eficiéncia de absorg¢ao de luz (a) e a irradiancia saturante
(Ek) séo obtidos. O tratamento matematico dos pontos da RLC foi feito de acordo
com Platt et al. (1981).

Todos os parametros fotossintéticos foram utilizados para quantificar a
fixagao teorica do CO seguindo a metodologia descrita em Candido e Lombardi
(2020).

b) Determinagé&o bioquimica

Proteinas totais
As proteinas totais foram extraidas de acordo com Slocombe et al. (2013)

e determinadas pelo método espectrofotométrico de Lowry (1951). Amostras de
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culturas (20 mL) foram centrifugadas a 4000 rpm por 15 min, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi mantido congelado até o momento da analise; o
conteudo de proteinas foi determinado em fungdo de uma curva de calibracéo

feita com albumina.

Lipidios totais
Os lipidios totais foram determinados por gravimetria e, para tanto, 50 mL

de cultura foram filtrados em filtros de fibra de vidro previamente muflados a 400
°C por 8 h. Os filtros foram mantidos em frascos de vidro contendo 2 mL de
cloroformio e em freezer (- 81 °C) até o momento da analise. A extracdo de
lipidios foi realizada usando o método de Folch modificado de acordo com
Parrish (1999). A % de lipidios na amostra foi determinada em uma aliquota de
400 pL do extrato, que foi evaporado em um cadinho de aluminio previamente
muflado e pesado em balanga microanalitica (Mettler Toledo; 1 pg precisao),
apos o processo de secagem da amostra, o cadinho foi novamente pesado. A
diferenca corresponde ao lipidio presente no extrato.

Carboidratos

Os carboidratos totais foram quantificados de acordo com Albalasmeh et
al. (2013), método espectrofotométrico e tem a glicose como padrado. Para tanto,
amostras de 30 mL, referentes a fase exponencial da cultura, foram
centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e o pellet digerido com acido

sulfurico.

Ficocianina
A analise de ficocianina seguiu o protocolo espectrofotométrico descrito

por Yéprémian et al. (2016). Dez mL de amostras foram centrifugadas e o pellet
foi digerido com tampao salino por 16 h.



Clorofila a e carotenoides totais
A concentragcdo de clorofila a e os carotenoides totais seguiram a

metodologia descrita em Wellburn (1994). Trés mL de amostras foram filtradas
em filtros de acetato de celulose que posteriormente foram dissolvidos em 3 mL
de dimetilsulfoxido (DMSO) a temperatura ambiente e analisados por
espectrofotometria.

Atividade antioxidante

Para determinacdo da atividade antioxidante, foram confeccionados
extratos utilizando biomassa oriunda da fase estacionaria de crescimento.
Cinquenta mg de biomassa liofilizada foram extraidos com 1,0 mL de etanol 70%.
A solugéo foi centrifugada a 4000 rpm por 10 min. A extragéo foi repetida por 3
vezes e os sobrenadantes foram combinados. A atividade antioxidante foi
determinada seguindo a metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995).

Extrato para teste de toxicidade e analise metaboléomica

Extratos para analise de toxicidade e de metabolitos secundarios foram
feitos a partir de biomassa liofilizada oriunda da fase estacionaria de
crescimento. Para tal, 150 mg da biomassa foram extraidos utilizando
DCM:MeOH na proporgéo 2:1 durante 16h. Posteriormente, o extrato foi filtrado
em filtro de papel e o solvente foi seco utilizando nitrogénio ultrapuro. Nesta
pesquisa, as analises relacionadas a metabolémica e toxicidade foram feitas em

colaboracédo com a Profa. Dra. Camila Crnkovic, da Universidade de Sao Paulo.

Teste de toxicidade aguda contra Artemia salina

Cistos do microcrustaceo Artemia salina foram eclodidos em agua de mar
artificial com aeracgao e iluminagéo constantes durante 24h a 25 °C. Os extratos
secos foram preparados em DMSO por dilui¢ao seriada (amostra inicial: 1 mg ou
2 mg; concentragbes obtidas: 100 mg/mL, 50 mg/mL, 10mg/mL, 5 mg/mL, 1
mg/mL, 0,1mg/mL e 0,01 mg/mL). Em cada pogo de placas de 96 pogos, foram
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adicionados 99 pL de solucdo de mar artificial contendo 10 a 20 naupilos de A.
salina e 1 yL da amostra ou solug&o controle (concentragéo final da amostra:
1000 pg/mL, 500 pg/mL, 100 pg/mL, 50 yg/mL, 10 pyg/mL, 1 pg/mL e 0,1 pg/mL;
concentracédo final do controle negativo: 1%; concentragédo final do controle
positivo: 200 pg/mL). As placas foram incubadas a 25 °C na auséncia de luz
durante 20 a 23h. A mortalidade foi calculada por meio da razdo de naupilos
mortos pelo total de naupilos no respectivo poco.

Analise Metabolomica

Extratos foram solubilizados em metanol para as analises de
metabolédmica baseada em espectrometria de massas (MS). Devido a presenca
de lipideos e pigmentos que podem danificar colunas cromatograficas, os
extratos foram submetidos a procedimento de cleanup com cartuchos C1s antes
das analises por UPLC-HRMS/MS (cromatografia liquida de ultra performance
acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo em tandem). Analises
por UPLC-HRMS/MS foram desenvolvidas em um sistema Waters Acquity UPLC
H-class acoplado a um espectrometro de massas Waters Xevo G2-XS QToF
com ionizagao por eletrospray. Separagcédo por UPLC foi desenvolvida a 0,5
mL/min através de uma coluna Kinetex C1g (2,1 x 50 mm x 1,7 ym, Phenomenex)
mantida a 40 °C. As fases méveis utilizadas foram H>O (A) e CH3CN (B), ambas
acidificadas com acido férmico a 0,1%. O gradiente utilizado consistiu em: 10-
100% B por 7 minutos, 100% por 1 min, 100-10% B por 0,1 min e 10% B por 1,9
min. As analises por HRMS/MS foram realizadas em modo positivo e negativo,
utilizando aquisicdo por DDA (data dependent analysis) com o0s seguintes
parametros: voltagem do capilar de 1,2 kV, voltagem do cone de 30 eV,
temperatura da fonte de 100 °C, temperatura de dessolvatacéo de 450 °C, vazao
de N2 no cone de 50 L/h, vazdo do gas de dessolvatagdo de 750 L/h, intervalo
de deteccao de 100 a 2000 Da, tempo de scan de 0,2s, energia de colisdo em
rampa de 15-30 eV (limite inferior de massa) e 60-80 eV (limite superior de
massa), os trés ions mais intensos em cada espectro de MS1 foram
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selecionados para fragmentagcdo MS/MS. Para a calibragdo interna, utilizou-se
leucina-encefalina a 20 pyg/mL infundida pela sonda de lockmass a 10 pyL/min.
ApOs a analise por UPLC-HRMS/MS os dados obtidos foram convertidos e pre-
processados utilizando os programas MSConvert e MZMine respectivamente
para a posterior obtencao de redes moleculares utilizando a plataforma GNPS,

as quais foram visualizadas no programa Cyanoscape.

4. Resultados e discussao

4.1. Etapa 1: Determinagao do biorreator mais adequado para o
cultivo de Rhabdoderma lineare

Na Figura 2 estdo representados os parédmetros de crescimento que
foram levados em consideragdo para a escolha do biorreator: Ln da
concentragéo de clorofila a (mg.L™"), taxa de crescimento (d'), biomassa seca
(mg.mL"") e rendimento quantico fotossintético maximo.

No Erlenmeyer foi obtida a concentracdo maxima de clorofila a de 0,157
+ 0,007 mg.L" (Fig 2a), taxa de crescimento de 0,46 + 0,008 d™! (Fig. 2b), e 0,228
+ 0,013 mg.mL"" de biomassa seca (Fig. 2c). O rendimento fotossintético maximo
manteve-se entre 0,14 e 0,23 (Fig. 2d). No frasco de cultura de tecido obteve-se
uma concentragdo de clorofila a de 0,195 + 0,046 mg.L"' (Fig. 2a), taxa de
crescimento de 0,5 + 0,035 d-! (Fig. 2b), 0,231 + 0,028 mg.mL" de biomassa
seca (Fig. 2c) e o rendimento maximo manteve-se entre 0,12 e 0,24 (Fig. 2d).
Por ultimo, no biorreator cilindrico obteve-se concentracéo de clorofila a de 0,197
+ 0,046 mg.L" (Fig. 2a), taxa de crescimento de 0,5 + 0,014 d-'(Fig. 2b), 0,232 +
0,017 mg.mL-! de biomassa seca (Fig. 2c) e o rendimento fotossintético maximo
manteve-se entre 0,13 e 0,22 (Fig. 2d). Os resultados n&o apresentaram
diferencga estatistica em fungao dos reatores utilizados (p>0.05).
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Figura 2. Parametros de crescimento da cianobactéria Rhabdoderma lineare. a)Ln da
concentragédo da clorofila a in vivo (mg L") em fungdo dos dias de cultivo; b) taxa de
crescimento em fung&o dos biorreatores utilizados; ¢) Biomassa seca (mg mL™") em fungdo
dos biorreatores utilizados; d) rendimento quantico maximo em fungéo dos dias de cultivo.
Barras brancas: biomassa seca inicial; barras pretas: biomassa seca final. Simbolos:
circulo fechado: cultivos em Erlenmeyer; triangulo fechado: Frasco de cultura de tecido;
quadrado fechado: biorreator cilindrico. FCT= Frasco de cultura de tecido.

A similaridade dos resultados observados em funcdo dos diferentes
sistemas de cultivos podem estar relacionados com a intensidade de luz. Cada
sistema utilizado teve a luz ajustada em func&o do valor de Ek (luz étima de
cultivo), garantindo luz 6tima a todos os sistemas de cultivo, suportando assim
crescimento celular e rendimento de biomassa similar em todos eles. Gonzalez-
Camejo et al. (2019) observaram que quando Chlorella e Scenedesmus foram
cultivadas com a mesma intensidade luminosa porém, variando o fotoperiodo
(12:12; 24:0; 8:16 h) n&o houve diferenca significativa nos rendimentos de
biomassa seca e concentragdo de clorofila a. Segundo os autores, o
desempenho das microalgas depende da luz recebida pelas microalgas, e
menos do regime de iluminagdo ou da hora do dia em que essa energia é

recebida. Diante dos nossos resultados, podemos inferir que o formato do
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biorreator ndo tem influéncia na dinamica de crescimento celular, desde que haja
o fornecimento adequado de luz.

De acordo com Nwoba et al. (2019), o fornecimento de regime de
iluminagao adequado pode otimizar a capacidade fotossintética e levar ao maior
rendimento de biomassa. Contudo, apesar da luz ser um fator de crescimento
importante para os organismos fotossintéticos, a literatura atribui a produgao de
biomassa desses organismos a utilizacdo de sistema de cultivo apropriado
(Carvalho et al. 2011). Como n&o observamos diferenca no rendimento de
biomassa seca entre os sistemas de cultivo utilizados, o biorreator cilindrico por
apresentar vantagens como baixo risco de fotoinibicdo, boa aeracdo e
distribuicdo de nutrientes (Lopez et al. (2006), Chang et al. (2016), Lopez-

Rosales et al. (2016)) foi selecionado para os experimentos da Etapa 2.

4.2. Etapa 2: Estudo da fisiologia e composicao
bioquimica de Rhabdoderma lineare

4.2.1. Crescimento e parametros fotossintéticos

Na Figura 3 est&do representados os parédmetros de crescimento de R. lineare
em fungéo dos dias de cultivo. Para o conteudo de clorofila a in vivo foi obtida
uma concentragdo final de 0,832 + 0,042 mg mL'(Fig. 3a), e o rendimento de
biomassa seca foi de 0,538 + 0,085 mg mL™" (Fig. 3b). A taxa de crescimento foi
de 0,50 d.
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Figura 3. Parametros de crescimento da cianobactéria Rhabdoderma lineare. a)
Ln da concentracao da clorofila a in vivo (mg/L); b) biomassa seca (mg/mL) em
funcao dos dias de cultivo.

O resultado referente a taxa de crescimento de Rhabdoderma lineare
(0,50 d') mostrou-se superior as taxas de crescimento de outras espécies de
cianobactérias como reportado por Khazi et al. (2018). Taxas de crescimento de
0,25 para Phormidium sp, 0,26 para Pseudoscillatoria sp. e 0,30 para Arthrospira
platensis foram obtidas pelos autores em culturas fotoautotréficas das espécies.
Yamamoto e Tsukada (2009) mostram variagédo na taxa de crescimento para trés
espécies de Microcystis: M.aeruginosa (0,21 a 0,32), M. viridis (0,24 a 0,46) e M.
wesenbergii (0,25 a 0,46). A maior taxa de crescimento observada neste estudo
pode estar relacionada a intensidade de luz de cultivo, Tsujimura (2003) cultivou
Microcystis aeruginosa e Microcystis wesenbergii em 40 e 180 umol fétons m
s! e observou um aumento na taxa de crescimento de 0,49 para 0,56 e de 0,24
para 0,55 respectivamente, com 0 aumento na intensidade luminosa.

O rendimento de biomassa seca observado para Rhabdoderma lineare é
maior ou similar ao descrito na literatura para as cianobactérias cultivadas em
diversos reatores. Yadav et al. (2021) cultivou Phormidium sp. e Oscillatoria sp.
por 6 dias em fotobiorreatores de 250 mL e 1000 mL e obtiveram 0,2 g L™ para
as ambas. Moreno et al. (2003) obteve cerca de 0,3 g L' quando cultivou
Anabaena sp. ATCC 33047 em regime semi-continuo em biorreator tipo raceway

por 8 dias. O maior rendimento de biomassa seca observado neste trabalho,
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pode estar relacionado ao controle de pH da cultura por meio da insercéo de
CO2. Sabe-se que o pH das culturas de microalgas aumenta gradualmente
durante o dia devido a absorgdo de carbono inorganico e do nitrato pelas
microalgas. Um pH mais alto altera a especiacdo de CO2 na agua e pode limitar
a disponibilidade desse gas, reduzindo assim o crescimento celular (Qiu et al.
2017). Com a adigdo do CO2 ao sistema, o pH retorna ao valor desejado e o
equilibrio entre as espécies do carbono inorganico é restabelecido (De Paula et
al. 2013). Além disso, o carbono inorganico dissolvido € geralmente o fator
limitante para o crescimento, ja que a taxa de assimilagdo de carbono inorgénico
pelas algas € maior do que a taxa de difusdo de CO2 do ar para a agua, mesmo
quando aeragao vigorosa € usada. Sendo assim, 0 aumento das concentragdes
totais de CO: dissolvido no cultivo pode aumentar significativamente a
produtividade da biomassa (Ge et al. 2011).

Na Figura 4 s&do mostrados o rendimento quantico maximo em fungao do
tempo experimental e a curva rapida de luz (RLC). O rendimento quantico
maximo (Fig. 4a) manteve-se entre 0,20 e 0,32 ao longo do cultivo, enquanto a
RLC (Fig 4b) mostra que a cianobactéria R. lineare apresentou ETR relativa

maxima proximo de 70 ymol e m? s™.
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Figura 4. Parametros fotossintéticos de Rhabdorderma lineare. a) Rendimento
quantico maximo (Pm) em fungao dos dias de cultivo; b) Curva rapida de luz (RLC)
em 72 h de cultivo representado como taxa relativa de transporte de elétrons (rETR,
umol elétrons m? s™') em fungédo da radiagéo fotossinteticamente ativa (PAR pmol
fotons m? s").
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Na Tabela 1 encontram-se listados os parametros fotossintéticos obtidos
ao final da fase exponencial.

Tabela 1. Parametros fotossintéticos de Rhabdoderma lineare em 72 h de cultivo.
Simbolos: Pmax: rendimento quantico maximo ; Pesetivo: rendimento quantico efetivo;
Ek: irradiancia saturante; ETRmax: taxa de transporte de elétrons maxima; Pb:
taxa tedrica de fixagdo de COo>.

Parametros

Ek (umol photons m2 s 250 £ 9,41
Prmax 0,20+0,010
Defetivo 0,18 + 0,004
a (m2/mg Chl a) 0,27 + 0,009
ETRmax (umol e/mg Chla . s™) 70 £ 0,530
Pb (g C/mg Chl a . dia™) 0,075 £ 0,008

Em geral, os valores dos rendimentos quénticos fotossintéticos em
cianobactérias s&o mais baixos em comparagao as algas verdes. Por exemplo,
onde os valores para culturas saudaveis de cianobactérias s&o geralmente na
faixa de 0,2-0,5 (Raateoja et al. 2004; Suggett et al. 2009), as algas verdes
apresentam valores proximos de 0,7 — 0,8 (Silva et al. 2018). Os menores valores
em cianobactérias sao atribuidos a saturagdo incompleta de PSIl (Raateoja et
al. 2004). Isso ocorre, pois as vias respiratérias se cruzam com o fluxo de
elétrons fotossintético nas mesmas membranas tilacoides e ambos os fluxos de
elétrons compartiham o pool de plastoquinona. Por meio das ag¢des
moderadoras das enzimas desidrogenases respiratorias para entrada de
elétrons e das oxidases terminais para o fluxo de elétrons (do pool de
plastoquinona), a cadeia de transporte de elétrons fotossintética e o Qa do PSII
nao se tornam totalmente oxidados no escuro (Schuurmans et al. 2014). Isso
resulta em rendimento quantico menor em comparacao com situagdes onde ha

completa oxidagao, como nas algas verdes.
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Curvas rapidas de luz (RLC) sdo comumente usadas para medir e
descrever a aclimatacao do aparato fotossintético as variagdes ambientais, que
podem ou nao estar relacionadas com a intensidade luminosa (Platt et al., 1980;
Harrison and Platt, 1986). Os resultados relacionados a RLC mostraram que as
células de R. lineare podem ser cultivadas em intensidade luminosa de 250 pmol
fotons m? s', valor calculado do Ek. Segundo Sakshaug et al. (1997), a
irradiancia esta continuamente flutuando, o que promove a aclimatagao das
células durante o cultivo, consequentemente, o Ek estd constantemente
mudando e raramente corresponde a irradiancia instantdnea. Contudo, a nao
observancia de fotoinibicdo para R. lineare € um sinal que as células estavam
bem aclimatadas as condi¢des de cultivo.

A inclinacao inicial, a, da RLC representa a eficiéncia celular de captura
da luz (Marshall; Geider; Flynn, 2000). O valor observado para R. lineare esta de
acordo com o que foi observado para Microcystis aeruginosa por Zhang et al.
(2011).

Em relagédo a taxa de transporte de elétrons relativa maxima (ETRmax),
observamos que o valor de 70 umol elétrons m=2 s, obtido para R. lineare esta
de acordo com o que tem sido descrito na literatura para cianobactérias em geral.
Wu et al. (2012) apos variar a concentracao de fosfato no meio, observaram que
para Cylindrospermopsis raciborskiia ETRmax variou de 60 a 123 ymol elétrons
m-2 s'. A ETRmax esta relacionada a capacidade maxima fotossintética e esta
fortemente associado com a atividade de assimilacdo de carbono durante o
processo fotossintético (Wang et al. 2010). Mediante alteragdo da fotossintese
havera alteragdes nesse valor, que pode ser limitada tanto pela atividade da
cadeia de transporte de elétrons como pelas enzimas do ciclo de Calvin
(Behrenfeld et al., 2004; Serddio et al., 2006).

A taxa de fixagao tedrica de CO2 para R. linearefoi de 0,073 (g C [mg chla]
1 d"), similar & obtida para a cianobactéria Trichodesmium sob borbulhamento
de CO2 nos cultivos (Hutchins et al. 2007), que foi de 0,072 (g C [mg chla]' d").
A taxa de fixagao de CO: esta relacionada diretamente a eficiéncia da utilizagao

da luz (alfa — obtido a partir da inclinagdo da RLC) e densidade celular, além do
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tipo de fotobiorreator e concentracdo de diéxido de carbono, que podem ser
condic¢des limitantes influenciadoras da fotossintese e que inibem a biofixacéo
de dioxido de carbono (Cheng et al. 2006).

4.2.2 Determinagao bioquimica

A composicao bioquimica obtida para Rhabdoderma lineare encontra-se
representada na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo bioquimica de Rhabdoderma lineare em 72 h, fase exponencial de
crescimento sob condi¢des ideais de cultivo.

Parametros

Proteinas totais (ug.mL") 109,202 + 0,001
Lipidios totais (%DW) 6,471 + 1,294

Carboidratos totais (ug.mL™") 42,440 + 3,202
Clorofila a (ug.mL") 7,962 + 1,059

Carotenoides totais (ug.mL") 1,793 + 0,303

Ficocianina (ug.mL™") 11,201 £ 3,734
Atividade antioxidante DPPH (%) 25+ 0,000

Cianobactérias e microalgas vém sendo usadas para diversas finalidades,
sendo a mais comum como fonte de alimento (Gantar & SvirCev, 2008). Na
atualidade, a maior parte do comércio de microalgas (~75%) se baseia na
produgdo de biomassa para consumo humano ou como suplemento alimentar
na criagdo de animais. Para tal fim, as espécies mais utilizadas sao Spirulina,
Chlorella e Dunaliella pelo seu alto conteudo nutricional e pelos beneficios que
estes nutrientes trazem a saude (Spalore et al, 2006; Parmar et al, 2010;
Priyadarshani & Rath, 2012).

18



Na Tabela 3 apresentamos a composi¢ao bioquimica em porcentagem do
peso seco (%DW) presentes em Rhabdoderma lineare, Spirulina platensis,
Chlorella vulgaris e Dunaliella salina. Observa-se que R. lineare supera
amplamente as outras 3 espécies com 86,45% da biomassa seca como
proteinas. Sabe-se que a concentracdo de proteinas € influenciada pela
presenga de nutrientes, tais como potassio e nitrogénio, como também pela fase
de crescimento e a qualidade da luz (Gantar & SvirCev, 2008). O alto conteudo
de proteinas em microalgas em relagcdo a outros alimentos comumente
consumidos como carne (43% DW), arroz (8% DW) e soja (37% DW) & uma das
principais razdes para considerar as algas uma fonte alternativa de proteinas
(Spalore et al, 2006; Koyande et al, 2019). Considerando seu conteudo proteico,
Rhabdoderma lineare se destaca em relagdo as microalgas, vegetais terrestres
e proteina animal.

Em relagdo aos carboidratos e lipideos totais, a R. lineare € comparavel
as principais espécies comerciais com 19,29 e 6,47% da biomassa seca,
respectivamente. Tem sido proposto que os carboidratos produzidos por
microalgas possam ser utilizados na produgéo de bioetanol e, como nos demais
parametros bioquimicos, certas condi¢cdes de estresse durante o cultivo podem
aumentar o conteudo dos mesmos (Priyadarshani & Rath, 2012; Markou et al,
2013). Cianobactérias, como R. lineare, nao apresentam a parede celular
composta de polissacarideos, por exemplo celulose, que costuma estar presente
em microalgas eucaribticas, tal qual as Chlorophyta. Isso torna as cianobacterias
mais faceis de serem digeridas (Gantar & SvirCev, 2008). A porcentagem de
lipidios na biomassa seca de R. lineare esta dentro do esperado para
cianobactérias (Koyande et al, 2019). A sintese de lipidios depende de diversos
fatores, tais como a composicdo do meio de cultivo, taxa de aeracao,
temperatura, ciclo claro/escuro e intensidade da luz, e o acumulo acontece
principalmente sob condi¢cdes de estresse (Ravindran et al, 2016). Em nosso
experimento, as condi¢cdes de cultivo foram ideais e por isso esperamos, de fato,

baixo valor porcentual dessa molécula.
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Quanto aos carotenoides totais (0,33% DW), R. lineare apresentou
concentragcdes semelhantes a Spirulina sp e Chlorella sp, porém € amplamente
superada por Dunalliella (10% DW), cuja capacidade de acumulo de
carotenoides é bastante documentada (Koyande et al, 2019). Por ultimo, o valor
de ficocianina obtido para R. lineare (2,07% DW) é superado por Spirulina (14%
DW), também conhecida por sua capacidade de acumulo deste pigmento
(Eriksen, 2016). Estes pigmentos apresentam uma variedade de aplicacdes ja
que possui atividade antioxidante, antimutagénica, estimula o crescimento de
tecidos e pode ser utilizado como corante natural (Hosikian; Lim; Danquah; 2010;
Koyande et al, 2019).

A atividade antioxidante de R. lineare foi de 25%, e esta dentro do
esperado para cianobactérias como reportado por Jerez-Martel et al (2017). Os
autores mostram atividades de 27,89% para Nostoc sp., 14,59% para
Phormidiochaete sp., 13,02% para Nodularia spumigena e 7,65% para
Leptolyngbya protospira. Antioxidantes naturais trazem diversos beneficios a
saude ja que auxiliam na prevencéo de doencgas cardiovasculares, Alzheimer e
certos tipos de céncer. Neste contexto microalgas se apresentam como uma
fonte promissora destes compostos (Goiris et al, 2012). Portanto, quando
comparada com as principais espécies de cianobactérias atualmente
comercializadas (Tabela 3), Rhabdoderma lineare possui potencial para ser
utilizada como suplemento alimentar por apresentar um conteudo superior de

proteinas e quantidades semelhantes dos demais compostos.
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Tabela 3. Tabela comparativa da composicao bioguimica de Rhabdoderma lineare (este estudo), Spirulina platensis, Chlorella
vulgaris e Dunaliella salina com valores apresentados em % de biomassa seca. P=Proteinas, C=Carboidratos, L=Lipidios.

Rhabdoderma lineare 86,5 19,3 6,5 0,33 2,1 Este estudo
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9 0.37 14 1,2,4
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22 0,19 - 1,3
Dunaliella salina 49-57 4-32 6-8 10 - 1,5

Ensaios de Toxicidade

Em relagdo a toxicidade da cepa, os extratos de R. lineare indcuos, sem
toxicidade aguda contra A. salina nas concentragbes testadas, como
representado na Tabela 4. Apresentou LCso acima de 1000 pgmL-".

O bioensaio de Artemia € uma ferramenta simples, de baixo custo,
confiavel e comumente usada para a analise preliminar de atividade toxicoldgica
e farmacoldgica. Artemia salina € um organismo que cresce em aguas marinhas
e salobras, e cultivavel em grandes faixas de salinidade. Este ensaio também foi
sugerido para avaliar a toxicidade de extratos de plantas e como um método de
triagem preliminar rapido para cianobactérias toxicas (Lopes et al., 2010).
Embora este teste ndo descarte por completo possiveis efeitos tdxicos a saude
humana (Hisem et al, 2011), os resultados indicam a auséncia de cianotoxinas,
neuro e hepatotoxicas, as quais A.salina é susceptivel (Kiviranta et al, 1991).

Diferente ao que foi observado para R. lineare em relagao a toxicidade do
extrato, Martins et al. (2007), destacaram que os extratos brutos de
Synechococcus sp. e Synechocystis sp. mostrou 100% de mortalidade em
Artemia salina apés 24 h de exposi¢ao. Bhaskar et al. (2004) observaram que
extratos de Oscillatoria formosa BDU 40261 e 91041 exibiram mortalidade larval
com valor LCso de 114,2 e 144,6 ug.mL™".
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Tabela 4. Resultados do teste de toxicidade aguda de extratos de R. lineare contra Artemia

salina.
Extrato Concentragao (ug/mL) Mortalidade * DP LCso
1000 0,00 + 0,000
500 0,00 + 0,000
100 0,02 + 0,030
R. lineare 50 0,00 + 0,000 >1000 pg/mL
10 0,00 + 0,000
1 0,22 + 0,257
0.1 0,14 + 0,067
Controle negativo (DMSO) 0,03 £ 0,054
Controle branco (agua destilada) 0,01 £ 0,029
Controle positivo (K2Cr207) 0,93+0,113

Analise Metabolomica

A analise de metabolitos secundarios se baseia na construgao de redes
moleculares. Estas sdo representacdes graficas de similaridade espectral. Os
espectros obtidos a partir da analise metabolémica sdo comparados com bases
de dados de espectros conhecidos permitindo a anotacido de compostos, a
identificacdo de moléculas analogas e a visualizagdo de familias espectrais.

A rede molecular obtida para Rhabdoderma lineare a partir dos dados de
MS/MS é composta por 451 nodos e 25 familias espectrais (Figura 5a). No
entanto, a anotagao utilizando as bases de dados disponiveis na plataforma
GNPS néo levou a identificagdo de metabolitos conhecidos. Posteriormente foi
utilizada uma base de dados in house contendo espectros de microcistinas,
spumigininas, aeruginosinas, shinorina, ciclofanos, lipopeptideos, tolitoxina e
glicolipidio, esta foi semeada na rede molecular em busca de associagdes
espectrais, porém nenhuma similaridade foi observada na forma de espectros de
consenso, nem cluster, o que indica que provavelmente a amostra ndo contém
esses metabolitos.

Por dultimo, foi realizada uma desreplicacdo manual assistida pelo
software SIRIUS e a ferramenta CANOPUS que levou a identificagao da classe
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quimica de 3 dos 25 clusters presentes na rede molecular. O maior cluster da
rede apresentou resultados consistentes com a classe dos glicerolipideos
(Figura 5b) e um segundo cluster com a classe dos glicolipideos (Figura 5c),
porém, com os dados presentes nao foi possivel atribuir uma unica férmula aos
compostos.

Um terceiro cluster apresentou resultados consistentes com catabolitos
defitlados de clorofila (Figura 5d), através da comparagdo do espectro
experimental com dados da literatura foi possivel identificar um dos nodos como
sendo o feoforbideo A e por propagacéo de anotagao o outro nodo foi identificado
preliminarmente como metil feoforbideo A.

O feoforbideo A surge da degradacdo da clorofila a e é de especial
interesse no tratamento contra o cancer, ja que apresenta atividade
antiproliferativa contra diversas linhagens celulares, também pode ser utilizado
na terapia fotodindmica como molécula fotossensibilizadora que, junto com a
aplicacdo de luz, gera espécies reativas de oxigénio que causam danos as
células cancerigenas e vasos associados. Além disso, o feoforbideo A e
compostos derivados tém sido associados com atividades antivirais, anti-
inflamatodrias, antioxidante, imunoestimulante e antiparasitica (Saide, Lauritano
& lanora 2020). Destaca-se que as 3 classes quimicas identificadas neste estudo
pertencem ao metabolismo primario, e ndo foram identificadas toxinas ou
metabolitos que possam ser classificados como pertencentes ao metabolismo
secundario.

Crnkovic et al. (2017) realizou um estudo do impacto das condi¢gbes de
cultivo no perfil metabolémico de cianobactérias de agua doce com as amostras
colhidas ap6s 6 semanas de cultivo. Os autores mostraram diferencgas nos perfis
metabolédmicos de espécies cultivadas em diferentes concentragdes de fosfato e
nitrato demonstrando a influéncia que o meio tem na produgado de metabolitos
secundarios.secundarios. Mohanty et al (2022) realizou um estudo do perfil
metaboldmico de 2 espécies de cianobactérias cultivadas em diferentes
temperaturas e intensidades de luz, obtendo as ao inicio do experimento, em 16,

20 e 24 dias de cultivo e as maiores diferengas no perfil metabolémico foram
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vistas apos 24 dias. No presente estudo as amostras foram obtidas no sétimo
dia de cultivo, somente 3 dias apds o inicio da fase estacionaria. Os metabdlitos
secundarios sdo normalmente produzidos mediante algum estresse, situagcéo
que R. lineare nado experimentou durante o cultivo e 3 dias de fase estacionaria
pode nao ter sido suficiente para o acumulo dos metabdlitos secundarios.

N&o obstante, € sabido que cianobactérias produzem uma ampla gama
de metabolitos secundarios, que oferecem uma vantagem adaptativa para
sobreviver nos diversos ambientes em que sdo encontradas. Tais metabdlitos
podem apresentar atividades antimicrobiana, antifungica, anti-inflamatoria, anti-
cancer, anti-HIV, contra o envelhecimento, entre outras (Verma et al, 2022).
Mesmo com todo esse potencial para a industria farmacéutica e biotecnoldgica,
o conhecimento disponivel em relagcdo ao metabolismo secundario de
cianobactérias ainda é limitado. Calteau et al. (2014) analisou as vias NRPS
(Peptideo Sintetase N&o Ribossomal) e PKS (Policetideo Sintase) de
cianobactérias para a producdo de compostos bioativos e, a partir de 89
genomas, foi possivel identificar 452 clusters desses genes sendo que 80% dos
mesmos ndo puderam ser atribuidos a nenhum composto conhecido.

Neste estudo, foi possivel identificar 2 dos 451 nodos da rede molecular,
através do processo de desreplicacdo manual, e nenhum utilizando a base de
dados do GNPS. Isto evidencia a necessidade de maiores estudos no grupo das
cianobactérias, que se constituem em potencial fonte de produtos ainda a ser
explorada. Por outro lado, os resultados também mostraram a auséncia de
toxinas conhecidas, o que corrobora os resultados de toxicidade aguda nos
testes com A. salina.

24



| l glicerolipidios T
I I b
! -
| 2?0
I
I @ &
I I " ®
_____ = —
=" ol A o |
-
1 | 1! [ | !
- - 4
b .y {
" 4pp
glicolipideos
P 725417 DM 4 ]
INOP" (8 255p8m) o e
\ 1
/
/
35
T
s TR

clorofila defitilada

Feolortides A
T g > 593 )

5 1.54 por
- Met)l- feoloriden A
M N

sy —>
d.

Figura 5: a: Rede molecular obtida para Rhabdoderma lineare. b: cluster apresentando
resultados consistentes com a classe dos glicerolipidios (azul). c: cluster apresentando
resultados consistentes com a classe dos glicolipideos (vermelho) d: cluster apresentando
resultados consistentes com catabolitos defitilados de clorofila identificados como Feoforbideo

A e Metil-feoforbideo A (verde).

5. Conclusao

Neste trabalho foram analisados o crescimento, a capacidade fotossintética
e a composicdo bioquimica da cianobactéria Rhabdoderma lineare.
Preliminarmente analisou-se diferentes modelos de reatores e o crescimento
populacional e rendimento de biomassa foram similares em qualquer um dos
reatores testados, demonstrando que sob condi¢des ideais, o desenvolvimento

da cultura independe do formato do fotobiorreator.
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Rhabdoderma lineare mostra ser uma espécie altamente promissora para
aplicagdes biotecnoldgicas, principalmente como fonte alternativa de proteina de

origem vegetal.

A cepa, cultivada em fotobiorreator tubular sob condi¢gdes controladas de

intensidade luminosa, pH e CO2, apresentou taxa de crescimento de 0,50d ', e

ao final do cultivo (7 dias), o rendimento de biomassa seca foi 0,54 mg mL™".
Analise fotossintética mostrou rendimento quantico maximo variando de 0,20 a
0,30, enquanto o rendimento quantico efetivo foi 0,18. A irradiancia saturante (Ek)
ficou em 250 pmol fétons m? s e a fixagéo tedrica de CO2 foi 0,075 g C/ mg Chl

ad.

Em relacdo a composicado bioquimica, foi observado que Rhabdoderma
lineare apresenta altissimo conteudo proteico, superando outras cianobactérias
atualmente comercializadas. O conteudo de proteinas totais foi 109 pg/mL,
carboidratos 42 ug.mL™" e, lipidios 6,47% DW. A concentragdo de pigmentos foi
1,89 pg/mL de clorofila a, 0,57 yg/mL de carotenoides totais e 11 pg/mL de
ficocianina. Rhabdoderma lineare apresentou atividade antioxidante de 25% e
nenhum efeito téxico contra Artemia salina. A analise metabolémica gerou uma
rede molecular de 451 nodos e 25 familias espectrais, e ndo identificamos

toxinas e nem metabolitos pertencentes ao metabolismo secundario.
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