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RESUMO

O estudo do fitoplancton tem sido um campo de investigacdo crescente devido a
versatilidade de uso desses organismos. Esta investigacdo tem como foco as cianobactérias,
organismos procaridticos fotossintéticos, importantes sob o0s aspectos da ecologia e da
biotecnologia. No campo biotecnolégico podem ser fonte de produtos para a industria alimenticia,
cosmética, nutricéutica, téxtil, dentre outras. Entretanto, um nimero limitado de espécies é usado
comercialmente. Este trabalho teve como objetivo estudar a fisiologia e composic¢éo bioquimica
de cianobactérias, bem como avaliar a resposta fisiolégica frente ao controle abidtico do cultivo.
Realizamos inicialmente um trabalho de prospeccdo de 20 cepas, avaliando o crescimento,
composicao bioguimica (pigmentos, proteinas, carboidratos e lipidios, potencial antioxidante,
compostos fenolicos e polihidroxialcanoatos), além de estudo da fotossintese por meio da
fluorescéncia da clorofila (rendimentos quantico, dissipagdo fotoquimica e parametros de curvas
de luz). Em seguida, realizamos manipulagdo bioquimica da biomassa de uma espécie selecionada
com base nos resultados da prospeccao, Nostoc sp. A manipulagao bioquimica constou da adigdo
de cloreto de sodio ou cobre, ambos em conjunto com diodos emissores de luz nas cores azul,
vermelho e verde. Os resultados mostraram grande versatilidade da cianobactéria Nostoc sp., mas
também resiliéncias as variagfes das condi¢des impostas aos cultivos. Em condicfes ideais de
cultivo Leptolyngbya sp. e Nostoc sp. apresentaram maiores taxas de crescimento (0,71 dt), mas
Phormidium sp. e Microcystis sp. maior rendimento de biomassa (0,8 g L ). A composicéo de
pigmentos variou entre as espécies estudadas. As maiores porcentagens de proteinas na biomassa
foram determinadas em Geitlerinema unigranulatum (60%), de carboidratos em Microcystis
navacekii (30%) e de lipidios em Phormidium sp. (20%). Os teores de polihidroxialcanoatos
foram maiores (~2%) em Aphanocapsa holsatica, Sphaerocavum brasiliense, Microcystis
aeruginosa e Nostoc sp. Os parametros fotossintéticos para as 20 espécies mantiveram-se
constantes ao longo do tempo de cultivo. Em relacéo ao processo de manipulacdo em Nostoc sp.
observamos que cloreto de sddio e cobre atuaram diferentemente nas biomoléculas. Em adicdo
de NacCl as ficobilinas aumentaram (pelo menos 2x) e em adi¢do ao Cu observamos aumento de
clorofila a e carotenoides (maior 1,2x). Proteinas, carboidratos e lipidios por unidade de biomassa
reduziram em ambos os estimulos quimicos. As cores de luz ndo influenciaram esses parametros,
mas alteraram a producdo de compostos fenolicos (1,4x) e atividade antioxidante (2x). A luz azul
resultou em maiores rendimentos quanticos maximos, rETRmax e Ik, porém esses ganhos néo se
refletiram no crescimento populacional de Nostoc sp. Este estudo é uma contribuicdo para o
entendimento da fisiologia de cianobactérias, bem como uma contribui¢do de novas cepas para

uso biotecnoldgico.

Palavras-chave: Bioprospeccdo, Biotecnologia, cobre, NaCl, Biomoléculas, Fotossintese.



ABSTRACT

The study of phytoplankton has been a growing field of investigation due to the versatility for
using these organisms. This investigation focuses on Cyanobacteria, photosynthetic prokaryotic
organisms, important under the aspects of ecology and biotechnology. In the biotechnological
field, they can be a source of products for the food, cosmetics, nutraceuticals, textile industries,
among others. However, a limited number of species are used commercially. This work aimed at
studying the physiology and biochemical composition of cyanobacteria, as well as to evaluate the
physiological response to abiotic control of cultivation conditions. Initially, we prospected 20
strains, evaluating growth, and biochemical composition (pigments, proteins, carbohydrates and
lipids, antioxidant potential, phenolic compounds and polyhydroxyalkanoates), in addition to
photosynthesis through chlorophyll fluorescence (quantum yields, photochemical quenching and
rapid light curve parameters). Then, we performed biochemical manipulation of the biomass of a
specific taxon, selected based on the prospecting results, Nostoc sp. The biochemical
manipulation consisted of adding sodium chloride or copper, together with culture exposure to
blue, red and green lights. The results showed great versatility of the cyanobacteria Nostoc sp.,
but also some resilience to variations in the conditions imposed on the cultures. Under ideal
growing conditions Leptolyngbya sp. and Nostoc sp. reached higher growth rates (0,71 d%), but
Phormidium sp. and Microcystis sp. higher biomass yield (0,8 g L™). Pigment composition varied
among the studied species. The highest percent of proteins in the biomass were determined in
Geitlerinema unigranulatum (60%), of carbohydrates in Microcystis navacekii (30%) and of lipids
in Phormidium sp. (20%). Polyhydroxyalkanoate contents were higher (~ 2%) in Aphanocapsa
holsatica, Sphaerocavum brasiliense, Microcystis aeruginosa and Nostoc sp. The photosynthetic
parameters for the 20 species remained constant throughout the cultivation period. Regarding the
manipulation process in Nostoc sp. we observed that sodium chloride and copper acted differently
on the biomolecules. Sodium chloride led to increased phycobilins (at least 2x), whereas under
copper increased (greater 1.2x) chlorophyll a and carotenoids were obtained. Proteins,
carbohydrates and lipids per unit of biomass decreased in both chemical stimuli. Light colors did
not influence these parameters but altered the production of phenolic compounds (1.4x) and
antioxidant activity (2x). Blue light resulted in higher maximum quantum yields, rETRmax and
Ik, but these gains were not reflected in the population growth of Nostoc sp. This study is a
contribution to understanding the physiology of Cyanobacteria, as well as a contribution of new

strains for biotechnological use.

Keywords: Bioprospecting, Biotechnology, copper, NaCl, Biomolecules, Photosynthesis.
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APRESENTACAO

A tese aqui apresentada estd estruturada da seguinte maneira: Introducéo geral,
Justificativas e Objetivos, seguidos de dois capitulos com seus respectivos Resumo,
Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussao e Conclusdes. Ao final da tese

apresentamos as Consideracdes finais e as Referéncias citadas em todo o trabalho.

Capitulo I. Apresentamos o0s resultados da prospeccéo de 20 espécies de cianobactérias
cultivadas em fotobiorreator cilindrico de alto rendimento sob condicdes que
consideramos ideais de crescimento. Foram analisados dados de crescimento,
composicdo bioquimica (proteinas, carboidratos, lipidios, pigmentos fotossintéticos, teor
de polihidroxialcanoato), atividade antioxidante e parametros fotossintéticos.

Capitulo 1. Apresentamos os resultados de crescimento de 3 espécies de cianobactérias
em exposicdo ao NaCl e ao cobre como um estudo preliminar para definicdo das
condicBes a serem adotadas para a manipulacdo bioquimica. Posteriormente sao
apresentados os resultados da manipulacéo bioquimica de Nostoc sp. frente a exposicdo
aos agentes quimicos NaCl e cobre durante 48 horas e subsequente crescimento em
diferentes qualidades de LED (azul, vermelho e verde) por 96h adicionais. Nesses
periodos foram analisados proteinas, carboidratos, lipidios, pigmentos fotossintéticos e
compostos fenolicos, além de atividade antioxidante e parametros fotossintéticos.
Também sdo reportados os dados de composicdo elementar CHNS e polihidroxialcanoato

referentes ao Ultimo dia de cultivo nas condigdes de manipulagéo.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 CIANOBACTERIAS E CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

Nas ultimas decadas a preocupacdo ambiental vem incentivando a busca por
fontes sustentaveis para a producdo de compostos com menor impacto ambiental
(TORIBIO et al., 2020; UDAYAN; ARUMUGAM; PANDEY, 2017). Dentre as
possibilidades, temos a utilizacdo de seres vivos, como fungos, bactérias e plantas, e em
destaque o fitoplancton, como microalgas e cianobactérias (LI et al., 2018). Nesta tese,

estudamos as cianobactérias.

Cianobactérias sdo organismos que possuem estrutura celular procarionte
(KOMAREK, 2003) e grande diversidade metabélica e morfoldgica (FRANSCESCHINI
etal., 2010; PARMAR et al., 2011). Ja foram descritas cerca de 2000 espécies distribuidas
em ~ 150 géneros (FRANSCESCHINI et al., 2010). Enquanto organismos unicelulares,
existem em células Unicas, planctonicas ou bentdnicas, podendo formar agregados, com
talos filamentosos, tricomas simples ou feixes com ou sem bainha (ABED;
DOBRETSOV; SUDESH, 2009). Apresentam talo unicelular, colonial ou filamentoso
(FRANSCESCHINI et al., 2010). A célula ndo possui um nucleo ligado & membrana e
plastidios, sendo que o material genético e as membranas dos tilacdides fotossintéticos
encontram-se dispersas no interior da célula (REYNOLDS, 2006). Gracas a diversidade
metabdlica e fisioldgica estdo presentes em diversos ambientes (SANT’ANNA et al.,
2004), sendo encontradas em habitats extremos, como desertos quentes e frios, lagos
hipersalinos e fontes termais com temperaturas de até 70 °C (KOMAREK, 2003).
Existem registros fosseis desses organismos que datam de 3500 milhdes de anos atras
(WHITTON, 2012) e sabe-se que desempenharam um papel importante na formacéo da
geoquimica e da biosfera da Terra. E bem aceita a hipotese de que produziram oxigénio
atmosférico no inicio do Proterozoico, permitindo a evolugdo de microorganismos
aerébicos (SHESTAKOV; KARBYSHEVA, 2017).

Nas cianobacterias a luz é a principal fonte de energia para o funcionamento
metabolico (PAGELS et al., 2020a) realizando fotossintese oxigénica e dependente de
CO,; (KOMAREK, 2003). A partir da fotossintese convertem compostos inorganicos e

energia luminosa em energia quimica (ATP) e reduzem NADP em NADPH, que sera
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usado para a fixacdo de carbono no ciclo de Calvin-Benson (BAILEY; GROSSMAN,
2008; PAGELS et al., 2020a) resultando em produgdo de matéria organica (MARKOU;
GEORGAKAKIS, 2011). A absorcéao da energia luminosa e a transferéncia de energia é
feita pelos pigmentos fotossintéticos (PAGELS et al., 2020a) que estdo localizados nas
lamelas dos tilacdides (PAGELS et al., 2020a). Além disso, 0s pigmentos participam da
defesa celular frente a estresses abidticos, como o excesso de luz, sendo responsaveis por

manter o funcionamento saudavel do aparato fotossintético (PAGELS et al., 2020a).

De modo similar as microalgas, as cianobactérias possuem como pigmento
fotossintetizante a molécula de clorofila a (KOMAREK, 2003). Além disso, possuem
complexos proteicos conhecidos como ficobilissomas (PBS), que contém ficocianina,
ficoeritrina e aloficocianina (PAGELS et al., 2020a; ZITTELLI et al., 2022). Esses
pigmentos estdo presentes apenas em cianobactérias e algas vermelhas (MARKOU;
GEORGAKAKIS, 2011; UDAYAN; ARUMUGAM; PANDEY, 2017). A composi¢édo
dos ficobilissomas e sua propor¢do na biomassa é espécie-especifica e pode mudar pela
foto-aclimatacéo ou adaptacio cromatica (KOMAREK, 2003).

Como organismos fotossintetizantes as cianobactérias respondem a mudancas nos
fatores ambientais realizando ajustes nos parametros fotossintéticos. A fluorometria com
pulso de amplitude modulada (PAM) é amplamente utilizada para determinacGes
fotossintética in vivo do fitoplancton (JUNEAU; EL BERDEY; POPOVIC, 2002). E uma
técnica rapida e ndo invasiva para avaliar a fotossintese em diferentes espécies e
condic@es de cultivo. Entretanto, para cianobactérias alguns cuidados na utilizacdo dessa
técnica devem ser tomados, pois apresentam algumas particularidades em comparacéo
com as microalgas verdes. Como esses organismos sdo procarioticos ndo existe separacdo
entre a cadeia de transporte de elétrons fotossintética e a respiratoria (ACUNA et al.,
2015; DOMINY; WILLIAMS, 1987). Assim, existe um compartilnamento entre o pool
da plastoguinona, o complexo b6f e os carregadores de elétrons do lumen (VERMAAS,
2015) e, esse compartilhamento resulta em oxidacéo apenas parcial da quinona priméria
do PSII durante a aclimatagdo no escuro. Em se tratando de determinag&o de rendimento
quantico maximo, quando as células sdo aclimatadas ao escuro, o compartilhamento dos
espacos resulta em fluorescéncia basal mais alta do que em algas verdes
(SCHUURMANS et al., 2015) e, por consequéncia menores valores do rendimento
maximo. Além disso, existe um desbalanco nos teores de pigmentos entre o PSII e PSI.

No fotossistema Il estdo presentes em maior quantidade as ficobiliproteinas e no
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fotossistema | estdo presentes em maior proporcéo a clorofilaa (FALKOWSKI; RAVEN,
2007). Esta particularidade dos fotossistemas de cianobactérias resulta em diferencas nos
rendimentos fotossintéticos de acordo com o espectro de luz de cultivo. Em cultivos com
luz multicromatica todos os pigmentos do PSII e PSI séo estimulados. Entretanto, devido
a especificidade da absor¢do dos pigmentos, em cultivos monocromaticos pode ocorrer
um desbalancgo na captacdo de luz entre o PSll e PSI (LUIMSTRA et al., 2018; PAGELS
et al., 2020a), podendo gerar assim uma subestimacdo dos pardmetros fotossintéticos

dependentes de aclimata¢éo no escuro.

1.2 POTENCIALIDADES DA BIOMASSA DE CIANOBACTERIAS

A utilizacdo da biomassa de cianobactérias tem grande potencial industrial
(ABED; DOBRETSOV; SUDESH, 2009). A partir da fotossintese elas produzem
biomoléculas para a sua sobrevivéncia, muitas das quais podem ser utilizadas na industria
alimenticia, cosmética, téxtil, entre outras. Na industria alimenticia é sabido que podem
ser fonte de proteinas, minerais e vitaminas para seres humanos e outros animais (DEVI
etal., 1981; FONTES et al., 1987; RAJESHWARI; RAJASHEKHAR, 2011; UDAYAN;
ARUMUGAM; PANDEY, 2017; VARGAS et al., 1998). Cepas de Spirulina, Anabaena
e Nostoc sdo consumidas como alimento pelo ser humano em muitos paises (ABED;
DOBRETSOV; SUDESH, 2009). Também podem ser utilizadas como fixadoras de
nitrogénio atmosférico junto a agricultura, como produtoras de reguladores de

crescimento para plantas e solubilizadoras de fosfatos (TORIBIO et al., 2020).

Biocombustiveis de terceira geracdo sdo derivados de microalgas eucarioticas e
cianobactérias procarioticas (FARROKH et al.,, 2019; MARKOU; ANGELIDAKI;
GEORGAKAKIS, 2013). Os lipidios e carboidratos podem ser utilizados para a producéo
de biocombustiveis (MARKOU; ANGELIDAKI; GEORGAKAKIS, 2013; TSOLCHA
etal., 2021). Além disso, carboidratos podem ser utilizados para processos fermentativos
e lipidios como fonte de 6mega-3 (TSOLCHA et al., 2021).

Os pigmentos de cianobactérias, como PBS, podem ser utilizados como
sequestradores de radicais livres justificando seu uso na industria alimenticia, cosmética
e farmacéutica (GALETOVIC et al., 2020). Esses pigmentos também podem ser usados

como corantes em alguns produtos alimenticios (GALETOVIC et al., 2020).
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Os metabdlitos secundarios sdo usualmente descritos como compostos que nédo
sdo diretamente requeridos para o metabolismo priméario (KOCH; FORCHHAMMER,
2021). Em cianobactérias, existe uma gama de atividades biol6gicas de metabdlitos
secundarios ja isolados que mostram capacidade antibacteriana, antifungica, antiviral,
dentre outras (ABED; DOBRETSOV; SUDESH, 2009). Esses metabdlitos séo
especificos para cada espécie (KOCH; FORCHHAMMER, 2021) e provavelmente sao
usados para competir com outros organismos (ABED; DOBRETSOV; SUDESH, 2009).
Inevitavelmente espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidas por cianobactérias
durante a fotossintese e a respiracdo, gerando danos nas biomoléculas (KOCH;
FORCHHAMMER, 2021). Para combater as ROS esses organismos utilizam
mecanismos fotossintéticos de dissipacdo, como NPQ, ou podem produzir antioxidantes
enzimaticos, tais como a superoxido dismutase (SOD), catalases e peroxidases, bem como
antioxidantes ndo enzimaticos como carotenoides, ficobiliproteinas e acido ascérbico
(KOCH; FORCHHAMMER, 2021). Esses antioxidantes séo de interesse industrial, pois
antioxidantes sintéticos, como o hidroxil anisol butilado (BHA) e o hidroxil tolueno
butilado (BHT), sdo téxicos (AYDAS; OZTURK; ASLIM, 2013; EL-ATY;
MOHAMED; SAMHAN, 2014).

Em adicdo a todos os compostos que possam ser de interesse a satude humana, a
producdo de materiais poliméricos de origem vegetal € uma meta para o futuro préximo.
Ja existe no mercado bioplasticos, como o &cido polilatico (PLA), porém provenientes de
fontes potenciais de alimento, como o milho (KOCH et al., 2020). O polihidroxialcanoato
(PHA) pode ser uma fonte sustentavel para os plasticos a base de petréleo, possuindo
propriedades similares, mas sendo biodegradavel (ABED; DOBRETSOV; SUDESH,
2009; KOCH et al., 2020). O PHA ocorre naturalmente em muitas espécies de
cianobactérias, porém a maior producdo ocorre em situacdo de desequilibrio da
disponibilidade de nutrientes (KOCH et al., 2020). Em situacdes de estresse, as fontes de
carbono assimiladas sdo bioquimicamente processadas em unidades monoméricas de
hidroxialcanoato, polimerizadas e entdo armazenadas na forma de inclusGes insolUveis
em agua no citoplasma da célula (ABED; DOBRETSOV; SUDESH, 2009).

Além da riqueza de produtos que podem ser extraidos o cultivo de cianobactérias,
microrganismos fotossintetizantes, tem diversas vantagens. Podem crescer em terras ndo
araveis e requerem menos nutrientes do que as plantas para consumo humano, assim néo

competindo com a agricultura e nem com a producgdo de alimento (GONCALVES;
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PIRES; SIMOES, 2016). Ainda como vantagem das cianobactérias em comparagio com
as plantas, as primeiras apresentam altas taxas de crescimento e podem crescer em aguas
salobras ou do mar, podendo também ter suas necessidades nutricionais atendidas por
aguas residuais, melhorando a viabilidade econdmica dos sistemas de producéo
(MARKOU; ANGELIDAKI; GEORGAKAKIS, 2013). Somado a isto, elas participam
da fixagdo de carbono, reduzindo assim esse gas na atmosfera (TANG et al., 2011; YAN
etal., 2012).

1.3 IMPORTANCIA DA PROSPECCAO DE NOVAS CEPAS DE
CIANOBACTERIAS

Algumas cianobactérias ja sdo produzidas comercialmente, como Spirulina para
nutricdo humana (MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011; ZHOU et al., 2018). Segundo
BOROWITZKA (2013) a busca de bioprodutos extraidos de cianobactérias € um campo
em expansao, muitos dos quais estdo resultando em patentes. Como exemplos de patentes,
temos métodos para controlar a proliferagdo de cianobactérias, o uso de moléculas
bioativas e a melhoria por engenharia genética para a producdo de biocombustiveis
(BOROWITZKA, 2013).

Estudos que avaliam a composicao de cianobactérias ndo sao raros, mas em sua
maioria focam em poucas espécies, como Synechocystis e Spirulina platensis (DEVI et
al., 1981). Sabe-se que a composicao bioquimica é variavel entre as espécies (VARGAS
et al., 1998) e por isso estudos que visem caracterizar novas cepas sao de grande
importancia (TORIBIO et al., 2020). No trabalho de VARGAS et al. (1998) o teor de
proteinas variou ~ 1,4x e de carboidratos ~ 2,4x entre as 12 cepas de cianobactérias

estudadas.

Nas ultimas décadas, caracteristicas ecologicas, ultraestruturais e evidéncias
moleculares influenciaram a classificacdo dos diversos géneros (KOMAREK, 2003). A
analise filogenética de cianobactérias mostrou que sdo um filo diverso e monofilético
(ABED; DOBRETSOV; SUDESH, 2009). Dentre os diferentes grupos de cianobactérias

descrevemos abaixo algumas caracteristicas gerais dos géneros aqui estudados.

Aphanizomenon
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Género composto por organismos com talo filamentoso e flutuante. Geralmente
os talos sdo envoltos por mucilagem amorfa, pouco visivel. As células vegetativas séo
diferenciadas com forma cilindrica ou de barril. A multiplicacdo é vegetativa por
fragmentacdo do tricoma. Em sua maioria s@o plancténicas de agua doce, mas podem
ocorrer em aguas salobras (FRANSCESCHINI et al., 2010).

Aphanocapsa

Esses individuos sdo compostos por células esféricas ou irregulares formando
coldnias mucilaginosas micro ou macroscopicas. As células, em sua maioria, ndo
possuem envelope mucilaginoso individual. Colonizam principalmente subéreas, solos e
habitats aquaticos. Presentes desde ambientes de agua doce até marinhos e salobres
(KOMAREK, 2003).

Gleiterinema

Individuos desse género sdo formados por filamentos simples, raramente
solitarios. As celulas dos filamentos sdo cilindricas e alongadas. Apresentam uma
distribuicdo cosmopolita, vivendo em solos, em substratos, como macrofitas, ou no
metafiton, em agua doce ou salobra (FRANSCESCHINI et al., 2010).

Gloeothece

As cianobactérias desse género estéo dispostas de modo irregular e envoltas por
seus proprios envelopes gelatinosos. Suas colénias sdo visiveis de micro até
mascroscopicamente. Apresentam células ovais ou cilindricas. Estdo presentes em sua
maioria em rochas Umidas e poucas em corpos de aguas claras, com muitas macrofitas e
detritos (FRANSCESCHINI et al., 2010).

Inacoccus

As espécies desse género sao formadas por células hemisféricas e arredondadas.
Se encontram solitarias ou em raras ocasides agrupadas em coldnias com poucas células.
Possuem bainhas hialinas avermelhadas. Presentes em ambientes terrestres, crescendo em
rochas e concreto (GAMA et al., 2019).

Leptolyngbya

Este género e formado por filamentos longos delgados. Podem ou néo apresentar

uma bainha gelatinosa, fina e firme. Os filamentos s&o formados por células cilindricas.

20



Estdo presentes mundialmente, sendo comuns em solos e sobre rochas, no perifiton e no
metafiton de 4gua doce e salgada (FRANSCESCHINI et al., 2010).

Microcystis

Espécies desse género sdo formadas por talos coloniais e gelatinosos, dispostos
em coldnias micro ou macroscopicas. As células podem possuir diversos formatos, como
discdides e ovais. Suas células estdo dispostas de forma irregular e numerosas na
mucilagem. Estdo distribuidas mundialmente em ambientes de agua doce e salobras
(FRANSCESCHINI et al., 2010).

Nostoc

Sdo organismos dispostos em talos micro ou macroscopicos e gelatinosos.
Possuem células cilindricas, em forma de barril ou quase esféricas. Apresentam ampla
distribuicdo podendo ser aquéticas ou terrestres. Podem estar fixas ou livres e algumas
espécies sdo simbidnticas (FRANSCESCHINI et al., 2010).

Phormidium

Séo individuos formados por talos filamentosos e simples. Esses organismos
apresentam mucilagem facultativa, podendo estar relacionada a condi¢do ambiental. Suas
células sdo cilindricas ou em formato de barril. E um género cosmopolita, estando
presente desde em rochas Umidas, macrofitas ou lodo (FRANSCESCHINI et al., 2010).

Rhabdoderma

Organismos deste género se encontram dispostos em colbnias microscépicas.
Suas células quando jovens sdo esféricas e posteriormente alongadas. Apresentam
envelope mucilaginoso (HONDA; AZEVEDO, 2004).

Sphaerocavum

As espécies desse género sao formadas por coldnias ocas, esféricas quando jovens,
e posteriormente alongadas ou irregulares. Apresentam mucilagem. E um género
subtropical e tropical. Estdo presentes em ambientes eutréficos. Nao apresentam
toxicidade (SANT’ANNA et al., 2004).

Synechococcus
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Esse género é caracterizado por células solitarias ou formando aglomerados
irregulares e sem mucilagem. Suas células sdo cilindricas ou ovais alongadas.
Apresentam distribuicdo cosmopolita, mas algumas poucas sao restritas. Estdo presentes
em substratos tmidos, como madeira e lama, podendo também crescer no perifiton e no
metafiton em fontes termais e minerais (FRANSCESCHINI et al., 2010).

Trichormus

As espécies desse género sdo morfologicamente varidveis. Possuem filamentos
ondulados, formando tricomas longos e irregularmente enrolados envoltos por um
envelope mucilaginoso. Estdo presentes desde ambientes bentbnicos até no solo
(RAJANIEMI et al., 2005).

Duas das espécies aqui estudadas ndo possuem taxonomia publicada. Portanto,
aqui sdo identificadas pelo codigo da Colecdo de Cultura do Instituto de Botanica,
CCIBt3540 e CCIBt3157.

1.4 PARAMETROS ABIOTICOS DO CULTIVO

As cianobactérias sdo sensiveis as condicdes abidticas do meio em que estdo
inseridas. Devido a plasticidade fisiologica respondem as alteracdes quimicas e fisicas
com mudancas em sua biomassa e metabolismo. Sdo organismos sensiveis a variacfes no
pH, intensidade luminosa, aeracdo, CO; e temperatura (PARMAR et al., 2011). Assim,
testar e selecionar as condi¢cdes de manutengdo dos cultivos € de suma importancia para

qualquer estudo de fisiologia e de prospecc¢ao.

O fornecimento adequado da intensidade e qualidade luminosa é uma condicao
que para 0s organismos fotossintéticos precisa ser respeitada e corretamente definida
(MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011). O crescimento desses organismos pode ser foto
limitado ou foto inibido em intensidades luminosas abaixo ou acima das requeridas
(EILERS; PEETERS, 1988; MACINTYRE et al., 2002). Déficit de luz interfere na
producdo de energia para o metabolismo essencial, prejudicando o crescimento
(SCHAGERL; MULLER, 2006). Por outro lado, intensidades de luz inibitdrias resultam
em estresses oxidativos que podem levar, por exemplo, a degradacdo de membranas
celulares (COULOMBIER et al., 2020). Ainda, referente a intensidade luminosa, cultivos

cujo caminho oOptico exceda certo tamanho podem sofrer com diferenca na distribuicéo
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de luz que atinge as células. Em se tratando de cultivos iluminados pelo sol células no
fundo podem ndo receber intensidade de luz suficiente se forem muito profundos
(FONTES et al., 1987).

A densidade celular do cultivo também deve ser levada em conta para manter a
salde das células. Com o aumento populacional a energia luminosa que cada célula
recebe pode sofrer reducdo por meio de auto sombreamento das células da cultura
(MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011). Essa heterogeneidade de luz incidente pode gerar
modificagdes bioquimicas, como mudanca no teor de pigmentos (FONTES et al., 1987;
VARGAS et al., 1998), dentre outras. Além disso, 0 aumento populacional tende a
impactar na disponibilidade de nutrientes no cultivo e o fornecimento adequado de
nutrientes, como metais e nitrogénio, influencia no crescimento desses organismos (LI et
al., 2006; LOMBARDI; MALDONADO, 2011; SINETOVA et al., 2012; SUROSZ;
PALINSKA, 2004). Culturas em batelada, por exemplo, podem chegar ao limite do
suporte populacional por deficiéncia de nutrientes (SINETOVA et al., 2012).

O pH da cultura também é de suma importancia para o crescimento saudavel das
espécies. Sabe-se que tanto a disponibilidade dos nutrientes como a especiacdo do
carbono inorganico € dependente do pH do meio de cultura (CHEN; DURBIN, 1994;
MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011). Com o crescimento do fitoplancton o pH da cultura
tende a aumentar e o carbono passa de bicarbonato para carbonato (COs%), que ndo € tio

bem assimilado por esses organismos.

Pensando em producdo industrial é interessante a sele¢do de espécies passiveis de
serem cultivadas em larga escala. Entretanto, por enquanto um nudmero limitado de
espécies robustas capazes de serem mantidas em escalas ampliadas sdo descritas na
literatura. E o caso dos géneros Spirulina e Dunaliella (PARMAR et al., 2011). Cultivos
extensos e abertos sdo normalmente expostos a maiores oscilacdes ambientais do que
cultivos laboratoriais. Entre as limitagdes desses cultivos tem-se a susceptibilidade a
contaminacdo, oscilacdo de temperatura e evaporagdo (TORZILLO et al., 1986;
UDAYAN; ARUMUGAM; PANDEY, 2017). Para controlar essas adversidades, cultivos
em reatores fechados sdo uma opg¢éo, pois permitem ajustes refinados para cada espécie
(SCHUURMANS et al., 2015). Entretanto, sdo susceptiveis ao superaquecimento, um
problema de dificil solucéo.
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As condicdes abioticas vao determinar, junto com fatores intrinsecos de cada
espécie, o periodo de crescimento exponencial e estacionario das culturas e o teor das
biomoléculas presentes na biomassa. Em funcdo do crescimento populacional cultivos
em batelada sofrem com a diminuicdo da disponibilidade de nutrientes, resultando na
diminuicdo da taxa de crescimento e teor de proteinas ao longo do tempo de cultivo (LI
et al., 2018; VARGAS et al., 1998). Considerando essa plasticidade fisioldgica, a partir
do entendimento do efeito dos parametros ambientais no crescimento do fitoplancton em
geral, tem-se uma Otima ferramenta para processos de manipulacdo, visando aumentar o

rendimento de biomoléculas de interesse industrial.

Assim, trabalhos que caracterizem diferentes cepas de cianobactérias a fim de
identificar espécies promissoras, com potencial para a obtencdo de biomoléculas, e
selecionar condi¢des abioticas que garantam e/ou estimulem a adequada qualidade da
biomassa e um maior rendimento de biomoléculas sdo importantes para o
desenvolvimento biotecnologico. Além disso, permitem entender as respostas desses
organismos aos fatores que podem variar no ambiente e impactos ambientais de alteragdes

climaticas, de contaminacdes, de eutrofizacdo sdo melhor compreendidos.

2 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

As cianobactérias sdo organismos versateis que suportam variagdo nas condi¢es
ambientais. Dadas as diferencas nas composi¢cdes bioquimicas que as cianobactérias
apresentam, o trabalho de prospeccdo tem papel importante na descoberta de novas cepas
promissoras para a obtencdo de biomoléculas. Conhecer sua composi¢ado e os bioprodutos
resulta em possibilidade de aumentar a gama de cianobactérias que podem ser usadas

comercialmente.

Para tanto, aqui garantimos que o processo de prospeccdo foi realizado em
condigdes adequadas de cultivo, de modo que a composicao bioquimica seja um reflexo
de caracteristicas intrinsecas, portanto, passiveis de serem replicadas nos setores
industriais. Além disso, pensando na otimiza¢do de processos, objetivo central da

indUstria, propomos um processo de manipulacdo bioquimica baseado em estresse inicial
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pela variacdo na composicdo quimica do meio de cultivo, seguida de variacdo na

qualidade de luz de cultivo.

Esta pesquisa teve como objetivo principal contribuir com informacGes sobre a
fisiologia e caracterizacdo de cianobactérias, dentre as quais algumas descritas pela
primeira vez. Aqui, avaliamos a composi¢do de biomoléculas e bioprodutos de 20 cepas
de cianobactérias, bem como estudamos a influéncia que um processo de manipulagédo
exerceu nos diversos setores da célula, considerando Nostoc sp. Exemplificamos os
setores celulares como a composicdo bioquimica, a fotossintese e o potencial
antioxidante, além do acumulo de polihidroxialcanoatos, materiais de reserva com

potencial uso em bioplasticos.
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3 CAPITULOI.

ESTUDO DO CRESCIMENTO, COMPOSICAO BIOQUIMICA E
FOTOSSINTESE DE 20 ESPECIES DE CIANOBACTERIAS CULTIVADAS EM
FOTOBIOREATOR CILINDRICO

RESUMO

As cianobactérias sdo organismos procariéticos com ampla diversidade morfoldgica e
metabdlica. Por meio da fotossintese, elas convertem compostos inorgéanicos em biomoléculas,
muitas das quais de interesse comercial. Neste trabalho, avaliamos 20 linhagens de cianobactérias
quanto aos seus aspectos fisiolégicos como crescimento, fotossintese e composicao bioquimica,
alguns aqui revelados pela primeira vez. Os organismos foram cultivados em fotobiorreatores
cilindricos (FBR) de alto desempenho por 144 h e a biomassa foi obtida. A luz no interior das
culturas foi constante durante todo o tempo experimental e mantida na irradiancia de saturagdo
(Ik) de cada espécie. O pH da cultura foi mantido entre 7,8 e 8,4 por borbulhamento automatico
de CO,. A taxa de crescimento, e as concentragdes de biomassa seca, clorofila a, carotenoides,
ficocianina, proteinas, carboidratos, lipidios, polihidroxialcanoato (PHA) e atividade antioxidante
foram determinados. Os parametros fotossintéticos também foram avaliados, em 48 he 144 h. A
proporcionalidade da composi¢do bioquimica variou entre as espécies, assim como as taxas de
crescimento. Leptolyngbya sp. e Nostoc sp. (CCIBt3249) apresentaram taxas de crescimento na
faixa de 0,7-0,8 d%, sendo seguidas por Rhabdoderma sp. (~0,6 d*), e Phormidium sp. (~0,5 d™2).
Alto teor de carotendides foi obtido em Rhabdoderma sp. (4,0 ug mL™?) e ficocianina em
Leptolyngbya sp. (60 ug mL™). Maiores quantidades de proteinas totais foram encontradas em
Geitlerinema unigranulatum (64% BS), carboidratos em Microcystis navacekii (33% BS) e de
lipidios em Phormidium sp. (20% BS). Além disso, Aphanocapsa holsatica apresentou a maior
atividade antioxidante (65%) e Sphaerocavum brasiliense, Microcystis aeruginosa, Nostoc sp.
(CCIBt3249) e A. holsatica os niveis mais elevados de PHA (~2% BS). Os paradmetros
fotossintéticos mantiveram-se constantes indicando que as condigBes de cultivo estavam
adequadas. Este estudo investigou 20 cepas de cianobactérias que podem impactar o ramo da

biotecnologia, destacando cepas potenciais com alta produtividade de biomoléculas especificas.

palavras-chave: biotecnologia; proteinas; carboidratos; lipidios; pigmentos; ficocianina;

carotendides; polihidroxialcanoatos; antioxidantes; fotossintese;
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3.1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, com o aumento da populagdo mundial e a industrializacéo, a
busca por fontes sustentaveis de matérias-primas para produtos do cotidiano tem tido um
crescente interesse (TORIBIO et al., 2020; UDAYAN; ARUMUGAM; PANDEY, 2017).
As cianobactérias podem ser consideradas como organismos promissores para a obtencao
desses materiais (LI et al., 2018). S&o procariontes, metabdlica e morfologicamente
diversas e estdo presentes em diferentes habitats, predominando em ambientes aquéticos
(PARMAR et al., 2011). A partir da fotossintese oxigénica sdo responsaveis por grande
parte da fixacdo do didxido de carbono atmosférico (TANG et al., 2011), um gas do efeito
estufa (YAN et al., 2012).

As cianobactérias convertem compostos inorganicos e energia luminosa em
matéria organica (MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011). A absorcao da energia luminosa
é direcionada por pigmentos fotossintéticos, sendo eles clorofilas, carotendides e
ficobilinas, esta Gltima presente apenas em cianobactérias e algas vermelhas (MARKOU,;
GEORGAKAKIS, 2011; UDAYAN; ARUMUGAM; PANDEY, 2017). Sao vérias as
vantagens de gerar biomassa a partir desses organismos e entre elas, destaca-se a alta taxa
de crescimento (MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011) e a biofixacdo atmosférica de CO-
(HALL et al., 1995). Além disso, podem ter sua producédo acoplada a residuos industriais
gasosos ou cultivados em efluentes industriais (MARKOU; ANGELIDAKI;
GEORGAKAKIS, 2013) e assim ter seus custos de producéo reduzidos.

Sabe-se que algumas cianobactérias sdo fonte de alimentacdo humana e animal
devido ao seu alto teor proteico (USLU et al., 2013). Carboidratos de cianobactérias
podem ser usados para produzir bioetanol e varios produtos de fermentacdo (KHAN;
SHIN; KIM, 2018; WANG,; YIN, 2018), alem de lipidios para obter biodiesel (BILLER;
ROSS, 2011; OLIVEIRA et al., 2018) e para a dieta humana, como o émega-3 (PAGELS
et al., 2020b; SANCHEZ-BAYO et al., 2020). Além disso, pigmentos fotossintéticos
como clorofila a (UDAYAN; ARUMUGAM; PANDEY, 2017), carotenoides
(PANDEY; PANDEY, 2008; UDAYAN; ARUMUGAM; PANDEY, 2017) e
ficobiliproteinas (CORREA; TEIXEIRA, 2021; KHAN; SHIN; KIM, 2018) tém sua
importancia para a inddstria nutricéutica e farmacéutica (WANG; YIN, 2018). Entre as
novas possibilidades de uso da biomassa de cianobactérias estd a producdo de
polihidroxialcanoatos (PHA) para producdo de bioplastico, como uma promessa para o
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futuro (ROJA et al., 2019; YASHAVANTH; DAS; MAITI, 2021). No entanto, para obter
essas biomoléculas, novas linhagens precisam ser caracterizadas em termos de
produtividade e crescimento (ANSARI; FATMA, 2016; MATHIMANI; UMA,;
PRABAHARAN, 2018; OLIVEIRA et al., 2018; SHANMUGAM et al., 2020), bem
como processos de producdo otimizados visando maiores rendimentos (KHAN; SHIN;
KIM, 2018; SHRIVASTAV; MISHRA; MISHRA, 2010; YASHAVANTH; DAS;
MAITI, 2021). Portanto, a prospec¢do de cianobactérias torna-se fundamental para a
descoberta de cepas promissoras, uma vez que a composi¢ado bioquimica entre as espécies
é variavel (VARGAS et al., 1998; WANG; YIN, 2018). Investigando sobre a composi¢édo
bioguimica seremos capazes de conhecer toda a potencialidade das cianobactérias no
contexto da biodiversidade nacional.

Além do conteddo de biomoléculas intrinsecas de cada espécie, sabe-se que as
propor¢des dessas moleculas variam em resposta as alteragdes abidticas no meio de
cultura em que estdo inseridas, como, por exemplo, a disponibilidade de nutrientes. Sabe-
se que os cultivos em batelada sdo simples e suas condig¢des internas variam ao longo do
tempo (LOMBARDI; MALDONADO, 2011). Em seu trabalhno VARGAS et al. (1998),
observaram que a porcentagem de proteinas dobrou e a porcentagem de carboidratos
diminuiu entre as fases de adaptacdo e exponencial em 12 espécies de cianobactérias. No
trabalho de LI et al. (2018), a cianobactéria Spirulina platensis também apresentou
variacdes na composicdo bioquimica ao longo do tempo. Os autores observaram uma
reducdo na taxa de crescimento e uma diminuicdo de ~1,4x no teor de clorofila a entre os
dias iniciais e o 10° dia de cultivo, justificando o efeito como resultado do consumo e
consequente limitacdo de nutrientes (nitrogénio) no cultivo em batelada. Portanto, o
controle das condic6es do cultivo, de modo a satisfazer as necessidades metabdlicas em
sistemas de producdo de cianobactérias reflete na qualidade da biomassa final. Isso é
particularmente importante para a producgédo industrial, pois a qualidade do produto

precisa ser preservada.

Um fator determinante para o sucesso da producdo de microalgas é o tipo de
biorreator utilizado (KHAN; SHIN; KIM, 2018). O controle da intensidade da luz
incidente, pH, aeragdo, CO- e temperatura reflete no rendimento e qualidade da biomassa
(PARMAR et al., 2011). Por exemplo, culturas cultivadas em ambientes naturais e
reatores abertos sdo mais suscetiveis a contaminacdo, flutuacbes de temperatura e
evaporagdo (TORZILLO et al., 1986; UDAYAN; ARUMUGAM; PANDEY, 2017) do
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que sistemas controlados. Além disso, cultivos com altas densidades ou com longo
caminho optico podem apresentar heterogeneidade na exposicao de luz entre as células
do cultivo (FONTES et al., 1987; HALL et al., 1995; MARKOU; GEORGAKAKIS,
2011). Para minimizar esse efeito, € essencial manter um fluxo constante de movimento
na cultura. As cianobactérias podem usar CO2 e HCOz como fontes de carbono
inorgénico e a dindmica da especiacdo é controlada pelos valores de pH da cultura
(MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011). Com o crescimento celular o pH da cultura
aumenta e, em pH > 10 o carbono é convertido em carbonato (COs?>) (WETZEL;
LIKENS, 2000), que ndo é tdo bem assimilado pela maioria do fitoplancton.
Consequentemente, manter uma faixa de pH adequada € de fundamental importancia para
a boa nutricdo das cianobactérias.

Os sistemas de cultivo abertos tendem a ser mais seletivos, devido as condicdes
de dificil controle, como luz solar e contaminagdo bioldgica. Por outro lado, eles séo
menos propensos a problemas de aquecimento, uma vez que a evaporacdo € a forma
natural de dissipacdo de calor. Portanto, um ndmero limitado de culturas sdo bem
sucedidas em sistemas abertos, como as de espécies dos géneros Spirulina e Dunaliella
(PARMAR et al., 2011). O crescimento bem-sucedido de cianobactérias em biorreatores
fechados se deve a ajustes das propriedades inerentes do reator para acomodar de maneira
ideal cada espécie (SCHUURMANS et al., 2015). Os fotobiorreatores fechados (FBR)
apresentam vantagens sobre o0s abertos, pois possuem alta produtividade de biomassa e
baixa probabilidade de contaminagdo (TORZILLO et al., 1986; YASHAVANTH; DAS;
MAITI, 2021).

Considerando a grande diversidade de cianobactérias, o objetivo deste trabalho foi
realizar uma prospeccdo de 20 espécies cultivadas em reatores tubulares, com foco no
crescimento em condic@es ideais e no acimulo de biomoléculas (proteinas, carboidratos,
lipidios, clorofila a, carotendides, ficocianina e polihidroxialcanoatos), bem como a
atividade antioxidante de extratos metandlicos produzidos a partir da biomassa. Além
disso, foram avaliados os parametros fotossintéticos (®m, ®’m, gP e parametros da curva
rapida de luz, RLC) ao longo do tempo experimental. Em nosso estudo, usamos um
fotobiorreator de alto desempenho com ajustes internos para luz, pH, insercéo de COz e
agitacdo da cultura por meio de borbulhamento e desenvolvido no Laboratério de
Biotecnologia de Algas, UFSCar (patente BR1020200239945). Como um sistema em
escala de laboratorio (2 L), o aquecimento ndo foi um problema nas condicdes utilizadas.
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Nossos resultados sdo uma contribuicao para o entendimento da fisiologia e da tecnologia

de producéo e uso comercial de novas espécies de cianobactérias.

3.2 MATERIAL E METODOS

As 20 espécies de cianobacteérias estudadas foram cedidas pela Professora Dra.
Célia Leite Sant"anna, obtidas do Instituto de Botéanica, Secretaria do Meio Ambiente,
Sdo Paulo, Brasil. Todas as cepas (Tabela 1) sédo identificadas como CCIBt (Colecdo de

Cultura do Instituto de Botanica) e seu respectivo cadigo.

Todas as cepas foram cultivadas em sala de cultivo com condigdes controladas de
temperatura (24 £ 1 °C). Dois tipos de meio de cultura foram utilizados, sendo eles o
BG11 (RIPPKA, 1988) e 0 ASM-1 (GORHAM et al., 1964), referentes ao meio de cultivo
em que as mesmas foram fornecidas e ja estavam aclimatadas (Tabela 1). Os meios de
cultura foram esterilizados em autoclave (20 min, 121 °C, 1 bar; AV Phoenix Luferco,
Brasil). Para todas as culturas o indculo inicial em fase exponencial de crescimento foi ~
0,05 pg mL* de clorofila a in vivo determinada em um fluorémetro (Turner Designs,
Trilogy, EUA). A duracdo total dos cultivos foi de 6 dias (144 h) para garantir maior

biomassa de modo a permitir analise de PHAs.

Os cultivos foram realizados em um fotobiorreator (FBR) tubular de vidro
borosilicato (figura 1). O FBR apresenta capacidade méaxima de 3 L e cultivos de 2 L
foram realizados e a iluminagéo de-eultive foi feita com diodos emissores de luz (LED)
e realizada internamente. A intensidade luminosa foi determinada e mantida constante ao
longo do tempo experimental ewltive; o fotoperiodo foi de 12h claro:12h escuro. Cada
espécie foi cultivada em sua respectiva irradiancia saturante (tabela 1), previamente
determinada a partir de curvas rapidas de luz. A agitacdo do cultivo foi feita por
borbulhamento de ar por meio de bombas comerciais (Big Air, AZ30) com pedras porosas
ao final do tubo de aeragdo. O pH inicial do meio foi ajustado para 7,4. Apos o inicio do
experimento, o pH manteve-se ajustado pela inser¢do automaética de CO- (25% v/v) em
mistura com argonio (75% v/v). O sistema de inser¢do de CO; era ativado quando o pH
da cultura atingia 8,4 e desligado em pH 7,8.
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Figura 1: Fotobiorreator (FBR) desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia de Algas,
UFSCar.
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Tabela 1. Espécies de cianobactérias investigadas neste estudo. Estdo apresentados o
cddigo da cepa, meio de cultivo utilizado e respectivos valores de irradiancia saturante

(1k). Os nameros entre parénteses correspondem ao desvio padrdo da média (n = 3).

Espécies Cddigo da Meio de Ik
cepa cultivo umol fétons m2 s

Gloeothece sp. CCIBt3513 ASM-1 57 (4,26)
Aphanizomenon sp. CCIBt3148 ASM-1 293 (5,34)
Geitlerinema unigranulatum CCIBt3231 BG11 148 (26,62)
Nostoc sp. CCIBt3248 BG11 145 (2,46)
Inacoccus carmineus CCiBt3411 ASM-1 196 (9,12)
N&o identificado CCIBt3540 ASM-1 79 (3,05)
N&o identificado CCIBt3157 BG11 241 (4,32)
Aphanocapsa holsatica CCIBt3053 BG11 247 (4,30)
Microcystis navacekii CCIBt3189 ASM-1 399 (5,48)
Trichormus variabilis CCIBt3122 BG11 227 (2,77)
Nostoc sp. CCIBt3206 BG11 146 (0,55)
Synechococcus sp. CCIBt3050 BG11 238 (10,41)
Microcystis sp. CCIBt3078 ASM-1 283 (2,56)
Geitlerinema sp. CCIBt3241 BG11 259 (1,80)
Sphaerocavum brasiliense CCIBt3179 BG11 340 (4,63)
Phormidium sp. CCIBt3280 BG11 242 (15,47)
Microcystis aeruginosa CCIBt3174 BG11 135 (1,72)
Rhabdoderma sp. CCIBt3165 BG11 275 (0,99)
Nostoc sp. CCIBt3249 BG11 187 (4,91)
Leptolyngbya sp. CCIBt1046 BG11 117 (16,21)
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a) Parametros de crescimento

Diariamente foram coletados 3 mL de amostras para acompanhamento da
absorbancia em 684 nm e 570 nm, referente ao pico de absorbancia da clorofila a e
material particulado, respectivamente. As medicdes foram realizadas em um
espectrofotometro (NANOCOLOR, Macherey-Nagel, Germany). Diariamente também
foram coletados 3 mL de cultura para determinacédo da concentragéo de clorofila a in vivo
(Ca). A concentragdo de clorofila a foi determinada a partir de um fluordmetro digital
(Turner Designs, Trilogy, EUA) e o calculo da concentracdo do pigmento foi realizado a
partir de uma curva de calibracéo feita com extrato de clorofila a obtido de uma cultura

de Chlorella sorokiniana.

A taxa de crescimento (y, d*) foi calculada considerando-se o intervalo de tempo
de 0 a 48 horas, a partir de curvas de crescimento com base no logaritmo natural da
clorofilaa in vivo (ug mL™) versus o tempo de cultivo. O valor de p é igual ao coeficiente

angular do ajuste linear da curva durante a fase exponencial.
b) Composi¢do bioquimica

A composicao bioquimica foi determinada em 48h e 144h de cultivo. As amostras
foram centrifugadas em uma centrifuga refrigerada (Thermo Scientific, Sorvall Legend
XTR, USA) durante 20 minutos em 4000 rpm. Para proteinas e carboidratos foram
coletados 10 e 30 mL, respectivamente. Em seguida, seus respectivos pellets foram
congelados (-80 °C) até posterior analise. A determinacdo de proteinas totais seguiu 0
protocolo de SLOCOMBE et al. (2013), com extracdo por acido tricloroacético quente e
solucdo alcalina e como solugéo padréo albumina bovina (2 mg mL™). Carboidratos totais
foram determinados conforme o descrito em ALBALASMEH; BERHE; GHEZZEHEI,
(2013) com glicose como padréo. Para ficocianina 10 mL de cultura foram centrifugados
e 0 pigmento determinado de acordo com YEPREMIAN et al. (2017). Clorofila a e
carotenoides foram quantificados a partir da filtragem de 3 mL de cultura em filtro de
acetato de celulose (Unifil, 0,22um) e determinado como proposto em WELLBURN
(1994). O teor de lipidios totais foi determinado a partir da filtragem de 100 mL de cultura
em filtros de fibra de vidro (Sartorius - Germany), extracdo com cloroférmio e metanol e
quantificacdo gravimétrica em uma balanga microanalitica com 1 pg precisdo (Mettler
Toledo, XPE26). Por fim, para determinacao de biomassa seca um volume de 10 mL foi
coletado em 48h e 144h e filtrado em filtros de acetato de celulose (Unifil, 0,22um)
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previamente mantidos em 100 °C em estufa (Qualxtron), e a massa aferida em uma
balanga de precisdo (Mettler Toledo, XPE26).

A atividade antioxidante DPPH foi determinada em biomassa liofilizada com 144
h de tempo experimental. A extracdo foi realizada seguindo-se 0 método descrito em
PIRES et al. (2017). Para cada amostra foram realizados trés ciclos de extracdo com 1
mL de metanol, agitado em vortex com contas de vidro (beads, 2 mm) e posterior
centrifugacdo (Legend XTR; Thermo Scientific, USA). O teor de PHA foi determinado
em biomassa liofilizada obtida no ultimo dia de cultivo. A extracdo e quantificacdo seguiu
0 método de COSTA et al. (2018), com rompimento celular com hipoclorito de sddio
(4%), extracdo em cloroférmio quente, precipitacdo em metanol e evaporagéo do solvente

em estufa.
c) Parémetros fotossintéticos

Os parametros de fluorometria PAM foram medidos por meio de um fluorémetro
de pulso de amplitude modulada (PHYTO-PAM I1, Heinz Walz, Germany). Diariamente
em células adaptadas ao escuro por 20 minutos foi determinado o rendimento quantico

méaximo (dwm) cujo calculo seguiu a equacéo 1.
Oy =Fm— Fo/Fm (1)

O rendimento quéntico efetivo (®’m) e dissipagdo fotoquimica (qP) foram
determinados em 48h e 144h de cultivo. Para tanto as células foram adaptadas a luz de
mesma intensidade aquela incidente no cultivo e seguiram as equacgdes descritas em
JUNEAU; EL BERDEY; POPOVIC (2002), como descrito abaixo.

(ONVE= (Fm’ - FS’)/Fm (2)
qP = Fm’ — FS/Fm’ — Fo’ (3)
Fo’: Fo / ([Fv/Fm] + [Fo/Fm’]) (4)

As curvas rapidas de luz (RLC) foram obtidas em 48h e 144h usando o PHYTO-
PAM II. Para tanto, a amostra foi submetida a 20 pulsos de luz PAR a cada 20s. A taxa

de transporte de elétrons relativa (rETR) foi calculada pela multiplicagédo da intensidade
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PAR pelo rendimento quéantico efetivo. As RLC foram ajustadas de acordo com o
proposto por PLATT; GALLEGOS; HARRISON (1980) e o coeficiente de eficiéncia
fotossintética (a), irradincia de saturacdo (Ek) e taxa relativa de transporte de elétrons

maxima (rETRmax) foram obtidos.
d) Andlise estatistica e gréaficos.

A estatistica foi realizada utilizando-se o software MiniTabl7. Os resultados
foram analisados usando-se andlise de variancia (ANOVA) one-way e teste de Tukey
com 95% de confianga para detectar diferencas significativas entre as espécies. Os
graficos foram feitos no programa IgorPro 6.0.5 (WaveMetrics, USA). A tabela de
correlacdo foi produzida no programa Jamovi 1.2.27 usando os dados de 48h horas (fase

exponencial).

3.3 RESULTADOS

a) Parametros de crescimento

A Figura 2 mostra os resultados do crescimento populacional, sendo a Fig. 2a as
taxas de crescimento () para as 20 espécies de cianobactérias cultivadas no PBR, e a Fig.
2b biomassa seca (g L) das mesmas em 48h e 144h.

As taxas de crescimento entre as diferentes espécies variaram de 0,1 a2 0,8 dX, com
a maioria (65%) dentro de 0,3 — 0,5 d'. Os resultados mostram que apenas 5 cepas
apresentaram taxas de crescimento superior a 0,5 d1. As espécies Leptolyngbya sp. (0,77
d?) e Nostoc sp. CCIBt 3249 (0,71 d) destacaram-se com as maiores taxas de
crescimento, seguidas de Rhabdoderma sp. (1 0,62 d!), M. aeruginosa (i 0,54 d1) e
Phormidium sp. (1 0,51 d%). Gloeothece sp. e Aphanizomenon sp. apresentaram taxas de
crescimento ~ 8x menores do que as duas espécies com as taxas mais altas. Em relacéo a
biomassa seca, todas as espécies apresentaram aumento entre 48h e 144h, como esperado.
Ao final do periodo experimental, quatro espécies se destacaram com maior producao de
biomassa (~ 0,8 g L), a saber, Leptolyngbya sp., Rhabdoderma sp., Phormidium sp. e

Microcystis sp.

35



1.0_(3) .
(=] —
020'8 &515
T 2 06 @
g2 Ceoel
§§0.4— mémeemme
002_ @{Dm
o}
0.0+ __
- *
- 10 (b) . N "
2 0.8 - i
xS _|
2 2044 *ﬁ D
/M
o2 ol el
O.O_DDEDEE 0UAlzanl AL oAU ALBLALNL sanlinln
%I%I§I§I§I§I§I§I§I£I§I% s's 3|%|§l%§ 5
R R E R R R R R EE R
§ 83T E0adsISsT3REFTIDE SR
5“%%?&00:=>%°3.5§7§Eo%g
SE5090%0 o8 5aERS8cS
2 NE 8" 8s8=uvss388
°e§33 3858 & s 2 8
g6 = Z g g =3
< @

Figura 2. Em (a) taxa de crescimento (d) e em (b) biomassa seca (g L) para as 20
cepas de cianobactérias em funcdo do tempo experimental. Em (b) barras brancas
representam a biomassa em 48h e as barras cinzas a biomassa seca em 144h. As barras
de erro representam o desvio padrdo da média (n=3) e o asterisco (*) o maior valor
(ANOVA, p <0,05).

b) Composicéo bioguimica

A concentracdo dos pigmentos clorofila a, carotendides e ficocianina em 48h e
144h sdo apresentadas na figura 3. Durante as primeiras 48h de cultivo, a cianobactéria
Phormidium sp. apresentou a maior concentragdo de clorofilaa (~ 5 ug mL™). No entanto,
ao final de 144h trés espécies se destacaram como potenciais fontes de clorofila a, sendo
elas Leptolyngbya sp. (~15 pg mL™), sequido por Rhabdoderma sp. e Phormidium sp.
(~11,5 pg mL1). Em relagéo aos carotendides totais (figura 3b e 3e), apds 48h de cultivo,

a maior concentracgdo (~1 pug mL™) foi encontrada em Phormidium sp.
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Figura 3. Concentracdo de pigmentos das 20 espécies de cianobactérias cultivadas. Em
(a) e (d) clorofila a (ug mL™); em (b) e () carotendides totais (ug mL™); em (c) e (f)
ficocianina (ug mL™). As barras brancas representam 48h e as barras cinzas 144h. As
barras de erro representam o desvio padrdo da média (n=3) e o asterisco (*) o maior

valor (ANOVA, p <0,05).

Ao final do periodo experimental, entretanto, Rhabdoderma sp. foi destaque na
producdo de carotendides totais, atingindo ~ 4 pug mL*. Além disso, outras candidatas
vidveis ao final de 144h para producéo de carotendides (~ 2,5 pg mL™?) foram A.
holsatica, Synechococcus sp., S. brasiliense, Phormidium sp., Nostoc sp. (3249) e
Leptolyngbya sp. As concentracdes de ficocianina variaram entre as espécies (figura 3c e
3f). Com baixas quantidades de ficocianina I. carmineus e CCIBt 3540, enquanto outras
mostraram-se possiveis candidatas a producdo deste pigmento. As maiores concentracfes
de ficocianina foram encontradas em Geitlerinema sp. (43 pug mL™), Nostoc sp.
CCIBt3249 (27 ug mL™) e Leptolyngbya sp. (62 ug mL™) em 48h e 144h.

A Figura 4 mostra a concentragdo total de carboidratos (ug mL™), proteinas (ug
mL?Y) e lipidios (ug mL™?) em 48h (Fig. 4a) e 144h (Fig. 4b) para as 20 cepas de

cianobactérias cultivadas no FBR.
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Figura 4. Biomoléculas totais (ug mL™) nas 20 espécies de cianobactérias cultivadas.
Em (a) determinacdo em 48h e em (b) 144h de tempo experimental. As barras brancas
representam os lipidios, as barras pretas os carboidratos e as barras cinzas as proteinas.
As barras de erro representam o desvio padrdo da média (n=3). O asterisco (*)
representa o maior valor (ANOVA, p < 0,05).

As concentracdes de proteinas foram superiores as determinadas para carboidratos
totais e lipidios. Maiores concentragdes de proteinas foram encontradas nas espécies que
apresentaram maiores taxas de crescimento. Geitlerinema sp., Phormidium sp. e M.
aeruginosa destacaram-se e, ao final do cultivo, acrescentamos Nostoc sp. (CCIBt 3249)
e Leptolyngbya sp., que atingiram ~ 350 pg mL™* de proteinas totais. Entre 48h e 144h de
cultivo, trés espécies foram importantes produtoras de carboidratos totais, a saber, M.
navacekii, S. brasiliense e Phormidium sp. Em relacéo aos lipidios totais, nas primeiras

48h de cultivo, a espécie Phormidium sp. produziu a maior quantidade, ~70 pg mL™. Esta
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mesma espécie juntamente com S. brasiliense e Leptolyngbya sp. resultaram em valores
de lipidios totais de ~100 pg mL™ no final do cultivo. Os percentuais de proteinas,
carboidratos e lipidios em 48 horas em relacdo a biomassa seca de cada espécie estdo

reportados na tabela 2.

Tabela 2. Composicdo porcentual (% BS) de proteinas, carboidratos e lipidios na
biomassa seca das cianobactérias investigadas. Estatistica: mesma letra indica que nédo
houve diferenca significativa (ANOVA, P > 0,05). Os numeros entre parénteses
correspondem ao desvio padrdo da média (n = 3).

Espécies Proteinas Carboidratos Lipidios
Gloeothece sp. 33,6 (8,4) ABCD 3,8 (1,1) 4,61 (1,2) CoF
Aphanizomenon sp. 39,4 (3,5) ABCD 19,4 (7)B 9,1 (2,2) BCPE
G. unigranulatum 64,2 (19,7) A 9,9 (2,9) PEF 5,7 (1,0) ¢PE
Nostoc sp. CCIBt3248 18,7 (3,1) °° 2,6 (0.4) F 4,2 (0,7) PE
|. carmineus 29,3 (3,4) ABCD 17,9 (0,4) &C 4,1 (0.2) PE
CCIBt 3540 58,8 (21) A8 14,0 (4,7) BCP 4,1 (1,9) OE
CCIBt 3157 34,1 (29,8) ° 2,7(0.2)F 5,8 (1,1) CPE
A. holsatica 26,9 (3,1) ABCD 4,0 (0.3) EF 12,5 (0.5) ABC
M. navacekii 35,8 (13,8) ABCP 33,8 (0.5) A 16,9 (4,1) A8
T. variabilis 29,7 (25,6) ABCP 6,4 (0.3) PEF 8,0 (1,2) CPE
Nostoc sp. CCIBt3206 24,9 (4,2) BCP 3,0 (L,1)F 6,8 (2,0) CPE

Synechococcus sp. 33,2 (3,0) A5P 6,4 (1,2) °¥F 10,1 (0.8) 5P
Microcystis sp. 22,8 (4,7) 5P 36(05)F 15(0.2)F
Geitlerinema sp. 53,4 (8,3) ABC 9,3 (4,1) CPEF 11,2 (0.6) BCP
S. brasiliense 45,3 (8,7) A5¢P 13,0 (1,7) BPE 8,2 (2,7) °°F
Phormidium sp. 32,7 (8,7) ABCD 6,2 (0.3) PEF 20,0 (5,5) 4
M. aeruginosa 33,4 (1,2) ABCD 6,9 (3,6) PFF 11,5 (4,0) BeP
Rhabdoderma sp. 35,2 (7,6) A5¢P 6,1(2,1) °¥F 7,4 (1,2) °PF
Nostoc sp. CCIBt3249 38,2 (1,6) ABCP 3,7 (0.2) FF 7,9 (2,1) CoE
Leptolyngbya sp. 54,9 (3,2) ABC¢ 39(1,1)FF 5,9 (1,5) ¢PE
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Em geral, para todas as espécies as porcentagens de biomoléculas em relacédo a
biomassa seca permaneceram constantes entre 48h e 144h (dados néo apresentados). No
entanto, houve variagcdo entre 0s percentuais totais de proteinas (19-64%), carboidratos
(2,5-34%) e lipidios (1,5-20%) entre as espécies cultivadas. Ao final de 48h, G.
unigranulatum, Leptolyngbya sp. e Geitlerinema sp. destacaram-se com 64%, 55% e 53%
de proteinas totais, respectivamente. Os maiores teores de carboidratos totais por
biomassa seca foram encontrados em M. navacekii (34%), Aphanizomenon sp. (19%) e
CCIBT 3540 (14%). Quando o conteudo lipidico da biomassa foi avaliado, as cepas
Phormidium sp. e M. navacekii apresentaram valores maiores, 20% e 17%,

respectivamente.

A porcentagem de PHA nas cepas estudadas € mostrada na figura 5. Entre as
espécies houve variacao de 0,4 a 2% de PHA em relacdo a biomassa seca. Os maiores
valores foram encontrados em A. holsatica, S. brasiliense, M. aeruginosa e Nostoc sp.
(CCIBt3249).
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Figura 5. Percentual de PHA na biomassa das 20 cepas de cianobactérias cultivadas. As
barras de erro representam o desvio padrdo da média (n=3). O asterisco (*) representa o
maior valor (ANOVA, p < 0,05).

c) Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos obtidos a partir da biomassa liofilizada de

cada espécie estdo reportados na figura 6.
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Figura 6. Atividade de eliminacédo de radicais das 20 cepas de cianobactérias
cultivadas. As barras de erro representam o desvio padrdo da media (n=3). O asterisco
(*) representa o maior valor (ANOVA, p < 0,05).

A maior atividade antioxidante foi encontrada em A. holsatica com 65% de
atividade, seguida por M. navacekii (51%), Gloeothece sp. (49%), Nostoc sp.
(CCIBt3248) (45%) e Aphanizomenon sp. (41%).

d) Correlacgdo entre crescimento e composicdo bioquimica

Os dados de correlacdo entre parametros de crescimento, pigmentos e
biomoléculas sdo apresentados na figura 7.

A taxa de crescimento apresentou relacdo positiva de 0,8 com a concentracao de
proteinas totais e 0,7 com clorofila a. Uma forte correlacdo positiva de 0,8 também foi
observada entre biomassa seca e teor de lipidios totais. A biomassa seca também

apresentou correlacdo positiva (> 0,7) com clorofila a e carotendides.
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Figura 7. Matriz de correlacéo para informag6es do cultivo em fase exponencial de
crescimento (48h): taxa de crescimento (Taxa), Biomassa seca e biomoléculas
determinadas (clorofila a — Clor a, Ficocianina — Ficoc, Carotenoides — Carot,

Carboidratos — Carb, Proteinas — Prot, Lipidios — Lip).

e) Parametros fotossintéticos

A figura 8 reporta os dados de rendimento quéantico maximo e efetivo em
48h e 144h para as 20 cepas cultivadas. Entre as espécies, o valor do rendimento maximo
variou de 0,20 a 0,50 e do rendimento quantico efetivo entre 0,12 a 0,33. Para ambos 0s

parametros os valores se mantiveram constantes nos tempos de 48 h e 144 h.
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Figura 8. Rendimento quantico maximo (a) e rendimento quantico efetivo (b) em 48h
(barras brancas) e 144h (barras cinza) de cultivo para as cianobactérias cultivadas no
fotobiorreator. Barras de erro representam o desvio padrdo da média (n=3).

A figura 9 reporta os dados de dissipacdo fotoquimica para as espécies de

cianobactérias estudadas no FBR. Assim como os rendimentos quanticos, os valores de

gP mantiveram-se constantes ao longo do tempo experimental.
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Figura 9. Dissipacéao fotoquimica (qP) em 48h (barras brancas) e 144h (barras cinza) de
cultivo para as espécies de cianobactérias cultivadas no fotobiorreator. Barras de erro

representam o desvio padrdo da média (n=3).
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Dentre as espeécies estudadas, 3 apresentaram valores de qP superior ao valor
tedrico méximo (1,0). Essas espécies foram Gloeothece sp., Nostoc sp. (3206) e
Phormidium sp. e gP manteve-se constante no tempo experimental (48 h e 144 h).

A figura 10 mostra os pardmetros extraidos das RLC para as cianobactérias. Os
valores de rETRmax, IK e o variaram entre as diferentes espécies. Esses resultados revelam
que M. navacekii e Aphanizomenon sp. obtiveram maiores valores de rETRmax, ~176 €
~152 pmol elétrons m2 s, respectivamente. Os maiores valores de Ik também foram
nessas espécies, sendo ~ 398 para M. navacekii e ~ 329 pmol fétons m? s? para
Aphanizomenon sp. Os valores de a (aproveitamento da luz PAR) variaram entre ~ 0,3 e
~ 0,5, e ndo se correlacionaram com a taxa de crescimento. Espécies com baixa taxa de

crescimento apresentaram valores similares as cepas com altas taxas de crescimento.
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Figura 10. Parametros relacionados a fotossintese obtidos apds o ajuste de RLC de
acordo com Platt et al. (1980). Em (a) rETRmax, pmol de elétrons m2 s, (b) o, umol de
fotons m? st e em (c) Ik, pmol de fotons m s™*. Barras de erro representam o desvio
padrdo da media (n = 3). Linha tracejada indica taxas de crescimento.
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3.4 DISCUSSAO

a) Parametros de crescimento

A variagdo nas taxas de crescimento entre as espécies pode ser considerada
esperada, uma vez que a taxa de crescimento, sob condi¢fes 6timas é uma caracteristica
intrinseca da espécie. Em um estudo comparando as taxas de crescimento de Chlorella
vulgaris com 4 espécies de cianobactérias (Aphanizomenon ovalisporum, Anabaena
planctonica, Borzia trilocuraris e Synechocystis sp.) MENDEZ et al. (2015) mostraram
variagdo de 0,2 a 1,2 d%, com 0,6 d! como o maior valor entre as cianobactérias
(Synechocystis sp.). Comparando esses resultados com os do presente estudo, observa-se
gue 0 nosso € 25% maior ao encontrado para Leptolyngbya sp., a cianobactéria com maior
taxa de crescimento entre as que estudamos. Diferencas nas taxas de crescimento entre
cepas da mesma espécie sdo comuns. Em um estudo com 3 espécies pertencentes ao
género Spirulina, foi observada a maior taxa de crescimento em S. platensis (1,4 d™) e a
menor em S. lonar (0,63 d') (BHATTACHARYA; SHIVAPRAKASH, 2005). As
espécies de Nostoc (CCIBt3206; CCIBt3249) aqui estudadas tiveram taxas de
crescimento aproximadamente 2x maiores do que N. muscorum também cultivada sob
suplementacdo de CO, (CORDEIRO et al., 2017). Embora essas diferencas possam ser
simplesmente devido a uma caracteristica intrinseca da espécie, elas podem estar
relacionadas as condicdes de crescimento. Nosso FBR possui entre suas vantagens a
regulacdo da luz a medida que aumenta a densidade da cultura, que aliado ao controle do
pH por borbulhamento interno de CO., fornece condi¢des adequadas de crescimento,
assumindo-se que nutrientes sollveis sdo disponibilizados em excesso. Em outro
trabalho, a cianobactéria S. platensis apresentou taxa de crescimento de 0,8 d* (LI et al.,
2018), similar & de Leptolyngbya sp. neste estudo. Com taxa de crescimento de 0,8 d* e
biomassa seca de ~ 0,8 g L™t em 144 h, a cianobactéria Leptolyngbya sp. pode ser um

organismo promissor para a obtencdo de biomassa (e seus produtos associados).

Além da variagdo nas taxas de crescimento, nossos resultados mostraram que
algumas especies foram particularmente promissoras no acumulo de biomassa. Isso se
aplica a M. navacekii, Nostoc sp. (3206), Synechococcus sp., Microcystis sp., e
Phormidium sp. que apresentaram taxa de crescimento na faixa de 0,3 a 0,5 d*, mas
biomassa semelhante aquelas que apresentaram taxa de crescimento de 0,6 a 0,8

(Rhabdoderma sp, Nostoc sp, Leptolyngbya sp). A faixa de biomassa seca ao final do
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cultivo para 65% das espécies que investigamos foi de 0,4 a 0,8 g L. Comparando os
nossos resultados de Synechococcus sp. (0,6 g L™) com os do mesmo género no estudo
de SHANMUGAM et al. (2020), obtivemos duas vezes mais biomassa, mesmo
considerando que em SHANMUGAM et al. (2020), 24h a mais de tempo de cultura foi
realizada. Investigando 4 espécies de Mycrocystis (M. navacekii, M. aeruginosa, M.
panniformis e M. protocystis) um valor madximo de biomassa seca foi encontrado para M.
protocystis (CORDEIRO et al., 2017), proximo ao que obtivemos para M. navacekii, cujo
rendimento foi 1,6x maior. A biomassa acumulada em Leptolyngbya sp. € o dobro da
encontrada para Synechococcus sp. sob condicdes de crescimento semelhantes (YAN et
al., 2012). E provavel que as condigdes que usamos tenham favorecido o maior acimulo
de biomassa em comparacdo com os dados da literatura para cianobactérias. A
manutencdo do pH por meio de insercdo automatica de CO, favorece a fotossintese,
processo primario para a geracdo de biomassa e, adicionando-se a isso, temos a
manutencdo constante da intensidade luminosa no interior do FBR conforme

adensamento da cultura, reduzindo efeitos de auto-sombreamento.

Segundo literatura, os valores de correlacdo indicam relacdes fortes, fracas e
moderadas entre variaveis, sendo valores entre 0,7 e 1,0 considerados como uma forte
relagdo linear positiva ou negativa (RATNER, 2009). Dados da literatura mostram que a
correlacdo entre taxa de crescimento e rendimento de biomassa pode variar
(GONCALVES et al., 2016). Esses autores cultivaram duas espécies de microalgas e duas
cianobactérias e observaram que em diferentes concentracfes de CO2 as maiores taxas de
crescimento ndo foram observadas em concentracGes de CO2 que apresentaram maior
rendimento de biomassa. Entendemos que dois motivos podem resultar em maior
biomassa em taxas de crescimento menores, sdo eles células de maior dimenséo e/ou
maior acumulo de biomoléculas por unidade celular. Neste estudo observamos um
coeficiente de correlacdo de ~0,62 entre esses parametros, considerando todas as 20
espécies analisadas. Entretanto, observamos que a biomassa se correlacionou mais

fortemente com clorofila a (~0,78), carotenoides (~0,75) e lipidios (~0,84).

Destacamos que grande parte da literatura realiza cultivos de cianobactérias
abaixo de 100 pmol de fétons m2 st (BABIC et al., 2016; LU; VONSHAK, 2002; LU;
ZHANG, 2000). Aqui, o cultivo em Ik (em sua maioria acima de 100 umol de fétons m-
2 s'1) pode ter favorecido a divisdo celular, resultando em maiores taxas de crescimento

em comparacdo com a literatura. De fato, a cianobactéria S. platensis em exposicao a 40,
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60 e 120 pumol de fotons m st apresentou maior taxa de crescimento em exposicéo a
maior intensidade luminosa (KEPEKCI; SAYGIDEGER, 2012).

b) Composic¢do bioquimica

Conforme relatado na literatura, diferentes espécies de cianobactérias possuem
diferentes proporcGes de pigmentos em sua biomassa (SOBIECHOWSKA-SASIM;
STON-EGIERT; KOSAKOWSKA, 2014). As cianobactérias cultivadas neste estudo
apresentaram uma quantidade maior de clorofila a do que a maioria dos resultados da
literatura. Leptolyngbya sp. foi destaque nesta pesquisa e, atingindo valor de rendimento
de clorofila a (15 pg mL™* em 6 dias, o seja 2,5 pg mL* d?), compativel com a
cianobactéria de maior comercio, Spirulina platensis (LU e VONSHAK, 2002), mas
~2,5x maior do que o reportado para a mesma espécie em ZHOU et al. (2018). Sugerimos
que Leptolyngbya sp. juntamente com Rhabdoderma sp. e Phormidium sp., que também
atingiram valores expressivos de clorofila a, sdo candidatas promissoras para culturas em
larga escala visando a producdo comercial deste pigmento. Houve uma correlacao
positiva de 0,73 entre clorofila a e taxa de crescimento, em conformidade com a literatura
(XUE et al., 2010).

Os carotendides sdo pigmentos fotossintéticos comercialmente desejados para
serem aplicados na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia (PALIWAL et al.,
2015). Assim como ocorreu com clorofila a, as concentragdes de carotenoides que
obtivemos foram em geral maiores do que as encontrados na literatura, com destaque para
Rhabdoderma sp. Esta espécie, com 0,67 pug mL™ d* de carotenoides produziu cerca de
5 vezes mais do que Spirulina platensis (0,13 pg mL? d%, ZHOU et al. 2018),
amplamente comercializada. Em um estudo com Anabaena cylindrica, Anabaenopsis
elenkinii, Anabaena torulosa e Nostoc sp. SCHAGERL; MULLER (2006) encontraram
0 maior rendimento de carotendides totais em Anabaenopsis elenkinii. Em comparacgéo
com esta espécie o rendimento de carotenoides foi 13x maior em Rhabdoderma sp. (este

estudo).

O pigmento ficocianina esta presente em cianobactérias e € de interesse comercial
como corante natural (UDAYAN; ARUMUGAM; PANDEY, 2017). Entre as espécies,
Leptolyngbya sp., Nostoc sp. (CCIBt 3249) e Geitlerinema sp. demonstraram potencial
para a producdo de ficocianina. Nossos valores para Leptolyngbya sp. séo até 9x maiores

do que o encontrado para Spirulina sp., cultivada sob condic¢Ges controladas em outros
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estudos (CHAKRABORTY et al., 2017; LU; VONSHAK, 2002; ZHOU et al., 2018).
Ressaltamos que a ficocianina é apenas um dos pigmentos presentes nos ficobilissomas
(UDAYAN; ARUMUGAM; PANDEY, 2017). As espécies que apresentaram baixos
valores de ficocianina podem ter outros tipos de ficobiliproteinas em sua composicao,
como ficoeritrina e aloficocianina (SAINI; PABBI; SHUKLA, 2018). Complementamos
que, assim como em nosso trabalho, em meio de cultura Zarrouk e condigdes ideais de
cultivo, a cianobactéria Spirulina platensis apresentou maiores concentragdes de
ficocianina do que clorofila a (LU; VONSHAK, 2002).

Considerando as biomoléculas proteinas, carboidratos e lipidios, nossos
resultados estdo de acordo com dados da literatura, que mostra variagdo na composi¢ao
bioquimica entre as diferentes espécies de cianobactérias (BILLER; ROSS, 2011;
OLIVEIRA et al., 2018; VARGAS et al., 1998; YADAV et al., 2021). Além disso,
destacamos que ndo obtivemos variacdo no teor dessas biomoléculas com o avan¢o do
tempo experimental, por exemplo, a composi¢do percentual de proteinas, carboidratos e
lipidios na biomassa seca foi semelhante as 48h e 144h, confirmando que as condi¢cbes
usadas nesta pesquisa suportaram o crescimento saudavel das células. Similar ao nosso
estudo, Vargas et al. (VARGAS et al., 1998) avaliaram os niveis de carboidratos, lipidios
e proteinas de 12 cianobactérias e mostraram uma variacdo de 16 - 37% para carboidratos,

37% - 52% para proteinas e 8 - 13% para lipidios entre as espécies.

Quanto as proteinas totais, espera-se que em condi¢bes saudaveis, essa
biomolécula predomine na composicdo celular quando comparada com carboidratos e
lipidios. Foi o que aconteceu neste estudo com todas as espécies investigadas. Da mesma
forma, em um estudo visando a caracterizacdo da biomassa, a cianobactéria Synechocystis
sp. e Borzia trilocularis apresentaram niveis mais elevados de proteinas do que
carboidratos (MENDEZ et al., 2015). A obtencdo de biomassa rica em proteinas € um dos
objetivos da aquicultura, sendo que se considera o uso de Synechococcus sp. e Arthrospira
maxima como fonte proteica e suplementagdo nutricional (SANCHEZ-ALEJANDRO;
DEL PILAR SANCHEZ-SAAVEDRA, 2015). O rendimento de proteinas que obtivemos
para Geitlerinema sp., Phormidium sp., M. aeruginosa, Nostoc sp. (CCIBt 3249) e
Leptolyngbya sp. foi cerca de 1,6x maior em comparagdo com Anabaena sphaerica
(CHAKRABORTY et al., 2017). Sabe-se que em células saudaveis e crescimento
exponencial, muitas das proteinas presentes nas cianobactérias sdo estruturais,
constituintes de material genético (KOKSHAROVA; BABYKIN, 2011), e assim
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participam do aumento populacional. Com um coeficiente de correlacdo de 0,81 para
proteinas e taxa de crescimento, nossos resultados estdo de acordo com os resultados
obtidos para M. aeruginosa (DOWNING et al., 2005) e Cyanothece sp. (SINETOVA et
al., 2012). Obtivemos também correlacdo positiva (0,69) entre proteinas e clorofila a,
semelhante ao descrito para G. lemmermanii (SANCHEZ-ALEJANDRO; DEL PILAR
SANCHEZ-SAAVEDRA, 2015).

Os percentuais de proteinas na biomassa seca que obtivemos sdo superiores aos
encontrados para outras cepas de cianobactérias relatadas na literatura (BANO et al.,
2021; KHAZI; DEMIREL; DALAY, 2018; VARGAS et al., 1998). Com 64% proteinas
na biomassa seca, G. unigranulatum (48 h de cultivo) produziu 2x mais essa biomolécula
do que o encontrado para Geitlerinema lemmermanii também em 48 h (SANCHEZ-
ALEJANDRO; DEL PILAR SANCHEZ-SAAVEDRA, 2015). G. unigranulatum
produziu proteinas em quantidade similar a encontrada para espécies comerciais em
condigdes ideais de cultivo, como Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. (COSTA et
al., 2018b), Synechocystis sp. (PALIWAL et al., 2015) e Spirulina platensis (USLU et
al., 2013), e 1,2x maior do que Anabaena variabilis (FONTES et al., 1987). O género
Geitlerinema j& foi descrito como uma linhagem de destaque para a producgéo de biomassa
rica em proteinas em comparagio com outras espécies (SANCHEZ-ALEJANDRO; DEL
PILAR SANCHEZ-SAAVEDRA, 2015), o que foi confirmado nesta pesquisa. Em um
estudo com Spirulina platensis em sistema fotoautotréfico, o maior teor de proteina foi
de 55% ao final do terceiro dia de cultivo e houve reducédo para 25% ao final do 10° dia
(L1 et al., 2018), quando provavelmente algum estresse teve inicio. Atribuimos a alta
concentracdo de proteinas nas cepas cultivadas nesta pesquisa as condicGes ideais de
cultivo, uma vez que o teor de proteinas em G. unigranulatum foi similar em 48h e em
144h, ~60% (dados ndo mostrados). Assim, sugerimos que o FBR utilizado forneceu

condicBes de crescimento em niveis ideais para manter a satde da cultura.

Analisando a producdo de carboidratos, constatamos que M. navacekii em 144h
foi destaque, sendo sua producdo ~1,4x maior do que a de Anabaena sphaerica ao final
de 192h de crescimento (CHAKRABORTY et al., 2017). Com 34% de carboidratos em
base biomassa seca, esta espécie foi semelhante a Spirulina platensis (~30%) sob
condicGes adequadas de cultivo (LI et al., 2018). Nossos valores também foram proximos
aos encontrados para a Spirulina maxima (TORZILLO et al., 1986), Synechocystis sp.
(PALIWAL et al., 2015) e Scytonema bohneri (RAJESHWARI; RAJASHEKHAR,
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2011). No presente estudo, a concentracao de carboidratos, diferentemente das proteinas,
apresentou baixa correlagdo com taxa de crescimento, mas uma correlagdo de 0,71 com
lipidios totais. Isso confirma que em cianobactérias esta biomolécula esta associada a
formacéo de glicolipidios, uma molécula importante na estabilidade de membranas e, nas
cianobactérias exercem também funcBes nos heterocistos e em acinetos, como
demonstrado em GARG; MALDENER (2021).

Os lipidios sdo moléculas de reserva e fazem parte das membranas celulares
(SATO; WADA, 2009). Nossos resultados mostraram que, com ~ 130 pg mL™* de lipidios
nos cultivos de Phormidium sp. ao final de 144 h, esta espécie é promissora, superando
0s 119 pg mL (XUE et al., 2010) e 65 pug mL* (USLU et al., 2013) ambos obtidos para
S. platensis em outros estudos em tempo de cultivo semelhante. Phormidium sp. (20%
BS) e M. navacekii (17% BS) mostraram-se cepas promissoras para a producdo de
lipidios, mas a maioria das cepas aqui investigadas produziu menos do que 10% desta
biomolécula. Esses resultados concordam com a literatura (MATHIMANI; UMA;
PRABAHARAN, 2018; SAHU et al., 2013; YADAV et al., 2021). Investigando 12 cepas
de cianobactérias, VARGAS et al. (1998) mostrou variacdo de 8 a 13% na porcentagem

lipidica das cepas.

Espécies com alto teor de lipidios podem despertar grande interesse e serem
cultivadas para producdo de biodiesel (PARMAR et al., 2011). O conteudo lipidico de
Phormidium sp. é ~ 1,5x maior do que o encontrado para Nodularia sp. e Nostoc sp.
(VARGAS et al., 1998), e 2x maior do que o encontrado para Anabaena variabilis
(FONTES et al., 1987). Comparando sua producdo de lipidios com outras cepas do
mesmo género, obtivemos 3x mais lipidios do que o encontrado em Phormidium sp.
FWOL1 e 2,4x mais que em Phormidium sp. FWO02 conforme relatado em Yadav et al.
(2021), e 2x mais que em Phormidium valderianum (MATHIMANI; UMA;
PRABAHARAN, 2018).

A triagem de cepas para producgdo de lipidios assume papel significativo na
biotecnologia, pois a producdo inerente de lipidios nas espécies j& conhecidas é
relativamente baixa (MATHARASI; ANAHAS; MURALITHARAN, 2014) e procurar
novas espécies promissoras pode ser um passo para seu cultivo em larga escala e
futuramente na producéo de biocombustiveis (MATHIMANI; UMA; PRABAHARAN,
2018). Ressaltamos que Phormidium sp., além de possuir alto teor lipidico entre as
espécies estudadas, também apresentou alta taxa de crescimento no FBR. A partir desses
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resultados e visando biomassa rica em lipidios, sugerimos que Phormidium sp.
juntamente com M. navacekii sdo linhagens promissoras para a producdo de lipidios.
Sugerimos que os niveis lipidicos aqui obtidos sdo resultado ndo sé das caracteristicas
enddgenas das cepas, mas também dos ajustes internos do FBR utilizado. Acrescentamos
ainda que as multiplas correlagdes positivas obtidas para lipidios com todas as outras
biomoléculas produzidas pelas cianobactérias estudadas, exceto ficocianina, sdo uma
demonstracdo de que em cianobactérias outras fun¢es importantes, além de reserva é

exercida pelos lipidios.

E importante observar que a composicao biogquimica das cianobactérias, além de
ser inerente a cada espécie (MATHIMANI; UMA; PRABAHARAN, 2018), também esta
relacionada a mudancas nas condi¢des de crescimento (VARGAS et al., 1998). Esta ¢ a
razdo pela qual é melhor caracterizar os organismos a partir de células saudaveis, em
crescimento exponencial, em vez de fase estacionéria nas culturas em batelada. 1sso é
particularmente significativo quando o organismo esta sendo investigado pela primeira
vez como algumas das cepas aqui estudadas. Alteraces na composic¢do bioquimica das
cianobactérias podem ser indicativas de situacdes de estresse, seja por limitacdes
luminosas ou nutricionais. Em geral, os niveis de proteinas, carboidratos e lipidios obtidos
em 48 h ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo a determinacdo em 144 h
(dados ndo apresentados). Isso sugere que durante todo o periodo de cultivo, as
cianobactérias encontraram condicGes adequadas, em parte devido ao modo de operacédo
do reator, que permitiu radiacdo e pH ideais durante todo o experimento. 1Sso nos permitiu
estender a fase de crescimento exponencial, resultando em maior quantidade de biomassa

sem comprometer sua qualidade.

Nas microalgas, os PHAs sdo ésteres que se acumulam intracelularmente em
cianobactérias (e bactérias) exercendo a funcao de reserva de energia (HONG et al., 2021;
ROJA et al., 2019). Como polimero biodegradavel (VARGAS et al., 1998), hd um grande
interesse em cepas que produzem PHAs (ROJA et al., 2019; YASHAVANTH; DAS;
MAITI, 2021). A concentracdo de PHAS que obtivemos para as especies estudadas (0,4%
e 2% de PHA em sua biomassa) estdo dentro dos valores relatados na literatura. De acordo
com SHARMA et al. (2007) que investigaram PHAs em mais de 100 cepas de
cianobactérias, cerca de 70% delas continham PHA em concentragdes que variavam de
0,04% a 6% da biomassa seca. Em um estudo com 23 espécies de cianobactérias, 20
apresentaram niveis de PHA variando de 0,51% (S. platensis) a 6,4% (Nostoc muscorum)
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(ANSARI; FATMA, 2016). Em nosso estudo, A. holsatica, S. brasiliense, M. aeruginosa
e Nostoc sp. (CCIBt3249) apresentaram ~ 2% de PHA na biomassa, que foi 2x maior do
que o encontrado em A. platensis (CORREA; TEIXEIRA, 2021) e semelhante aos valores
obtidos em Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. (COSTA et al.,, 2018b), e
Microcystis aeruginosa em outro estudo avaliando 25 espécies de cianobactérias (BHATI
etal., 2010).

Ha necessidade de triagem de novas espécies para obtencdo, caracterizacao e
processamento de PHA (ANSARI; FATMA, 2016). Nossos resultados servem de
indicagéo para linhagens que produzam intrinsecamente PHAs em condigdes ideais de
cultivo. Investigacbes posteriores podem buscar estratégias de manipulacdo para
aumentar os PHAs acumulados, como limitacdo de nutrientes. A literatura mostrou que
até 5x mais PHAs foram obtidos sob condicdes estressantes de crescimento (CORDEIRO
et al., 2017; VARGAS et al., 1998; XUE et al., 2010; YASHAVANTH; DAS; MAITI,
2021). Sabe-se que bactérias heterotréficas produzem grandes quantidades do
biopolimero (BHATI et al.,, 2010; COSTA et al., 2018b), porém com alto custo de
substrato (LOWE et al., 2017; SUDESH; TAGUCH]I; DOI, 2002). O destaque do uso de
cianobactérias frente as bactérias é que elas sdo organismos fotoautotréficos e requerem
nutrientes minimos (COSTA et al., 2018b; YASHAVANTH; DAS; MAITI, 2021).

c) Atividade antioxidante

Nas cianobactérias 0s compostos antioxidantes sao responsaveis por combater e
eliminar os radicais livres (EL-ATY; MOHAMED; SAMHAN, 2014; NAINANGU et
al., 2020; RENUGADEVI et al., 2018; SENOUSY; ABD ELLATIF; ALI, 2020). As
cepas aqui estudadas apresentaram variacdo da atividade antioxidante contra radicais
DPPH e, em comum acordo com a literatura, diferentes organismos apresentam diferentes
respostas antioxidantes. Algumas apresentaram atividade antioxidante acima de 40%,
chegando até 65% em A. holsatica, valores considerados de alto potencial antioxidante,
mas também dentro da faixa esperada para cianobactérias (SINGH et al., 2014). A
atividade de A. holsatica em nosso estudo foi semelhante a encontrada por MORONE et
al. (2020) em extrato etanolico de Synechocystis salina LEGE 06099, que foi de 60%.
Nossos valores para A. holsatica também estdo proximos aos encontrados para S.
platensis (68%) em extrato hexanico (SANTOYO et al., 2006). Avaliar a atividade
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antioxidante requer considerar o solvente em que o extrato foi produzido, pois dele é
dependente. Algumas diferengas que encontramos na atividade com a literatura pode ser
resultado dos diferentes solventes utilizados (MAADANE et al., 2015). Em um estudo
comparando os solventes de extracdo hexano, éter de petréleo, etanol e agua, foram
demonstradas maiores atividades antioxidantes para S. platensis em hexano (SANTOYO
et al., 2006). A extracdo eficiente esta relacionada a penetracdo do solvente na célula e a
dissolugdo dos compostos alvo relacionados a polaridade combinada do
solvente/antioxidante (SAFAFAR et al., 2015). Em nosso estudo, utilizamos extratos
metanolicos que, de acordo com a literatura recente, compostos fenélicos (ELSHOBARY
et al., 2020) e carotenoides (SAFAFAR et al., 2015) s&o melhor obtidos; ambos os
compostos participam da atividade antioxidante (NAINANGU et al., 2020;
RENUGADEVI et al., 2018; SENOUSY; ABD ELLATIF; ALI, 2020). Portanto, as
espécies aqui estudadas sd@o uma fonte natural de sequestro de radicais livres, sendo uma
alternativa aos antioxidantes sintéticos (AYDAS; OZTURK; ASLIM, 2013) e podem ser
de interesse para uso na inddstria alimenticia ou afins (SANTOYO et al., 2006).

d) Parametros fotossintéticos

A andlise de fluorescéncia da clorofila € uma ferramenta de medicéo néo invasiva
que permite avaliar aspectos chave da captura de luz fotossintética e transporte de elétrons
(CAMPBELL etal., 1998; CAMPBELL; OQUIST, 1996). O ®u diz respeito a eficiéncia
méaxima da fotoquimica do PSII e o ®’m a eficiéncia da energia de excitagdo pelos centros
de reacdo abertos do PSIlI (LU; VONSHAK, 2002). A similaridade dos valores de
rendimento méaximo ao longo do cultivo, como obtidos nesta pesquisa, Sinalizam
manutencdo de cultivo saudavel. Os valores que obtivemos estdo dentro do esperado para
cianobactérias na literatura, que varia de 0,17 a 0,65 (GRINTEN et al., 2005; WU et al.,
2012; CHAKRABORTY etal., 2017) e sdo em geral mais baixos do que os obtidos para
microalgas verdes. Diferentemente de nosso estudo, feito em PBR com alto controle, L1
et al. (2018) mostraram reducdo no rendimento quantico méaximo em cultivo de Spirulina
platensis, que segundo os autores pode estar relacionado a limitacdo nutricional com o
aumento da densidade populacional. Além disso, sabe-se que o crescimento populacional
pode ocasionar auto sombreamento na cultura, impactando os rendimentos fotossintéticos
(FONTES et al., 1987). Assim como o rendimento quantico maximo, o efetivo tambeém
pode sofrer reducdo em funcdo da situacOes de estresse, como limitagdo nutricional ou
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mudangas na irradiacdo (LOMBARDI; MALDONADO, 2011). Nesta pesquisa, as duas
cepas com maiores quedas de rendimento efetivo foram justamente as que apresentaram
maiores taxas de crescimento, Leptolyngbya sp. (2,3x menor) e Nostoc sp. CCIBt3249
(1,5x menor) e, consequentemente tinham as maiores densidades celulares nos cultivos.
Isso pode ter resultado em eventual limitacdo nutricional, pois nosso PBR néo foi
alimentado com nutrientes, exceto o CO.. A cianobactéria Cylindrospermopsis
raciborskii cultivada em uma avaliacdo do efeito de limitacdo de fosforo inorganico
apresentou variacdo do ®’wv entre 0,5 (controle) e 0,2 (deficiente em P) (WU et al., 2012).

O menor rendimento quéntico maximo observado para cianobactérias em
comparacao as microalgas verdes pode ser atribuido a incompleta oxidagdo da quinona
primaria do PSIl. Em cianobactérias h4 uma interacdo das cadeias de transporte de
elétrons respiratoria e fotossintética (ACUNA et al., 2015; DOMINY; WILLIAMS, 1987;
VERMAAS, 2015), de modo que o pool da plastoquinona, o complexo do citocromo b6f
e os carregadores de elétrons sollveis no limen sdo compartilhados (VERMAAS, 2015),
levando a um Fo mais alto e menor ®m (ACUNA et al., 2015; SCHUURMANS et al.,
2015). Além disso, nas cianobactérias a participacdo da antena do ficobilissoma resulta
em maior fluorescéncia de Fo, como mostrado para Synechococcus sp. (CAMPBELL et
al., 1996), em que quanto maior a razdo ficocianina/clorofila maior foi Fo. Portanto, o
método de fluorometria PAM para cianobactérias € influenciado pela caracteristica
morfoldgica do grupo e pela razdo de ficobiliproteinas/clorofila, podendo subestimar
valores de rendimentos extraidos de células adaptadas previamente ao escuro. Apesar
disso, os sinais PAM de cianobactérias servem como um indicativo para detectar
rapidamente condicBes estressantes e respostas adaptativas em uma cepa
(SCHUURMANS et al., 2015), finalidade para a qual foi utilizado nesta pesquisa.
Destacamos que realizamos uma matriz de correlacdo (dados ndo mostrados) entre a
concentracdo de ficocianina e os parametros Fo, Fm e Fy aqui obtidos e 0s mesmos

apresentaram fraca correlagdo com este pigmento (- 0,3).

A dissipagéo fotoquimica diz respeito ao direcionamento da luz absorvida para a
etapa fotoquimica da fotossintese (CAMPBELL et al., 1998). Em situacGes de estresse,
gP tende a diminuir. A auséncia de variacdo no gP, confirmando o crescimento saudavel
do cultivo, pode ser devido ao sistema de iluminacédo interno do FBR juntamente com a
insercdo de CO2, que foram mantidos praticamente constantes durante todo o periodo de
cultivo. Uma excecgdo nesta pesquisa foi Leptolyngbya sp., que apresentou alta taxa de
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crescimento e alta biomassa, com reducdo significativa de qP ao final. Sabe-se que
sistemas batelada suportam condicfes saudaveis até certa densidade, havendo, portanto,
uma limitacdo para este tipo de cultivo e uma capacidade populacional méxima (em
comparagdo com cultivos continuos). Sugerimos que para Leptolyngbya sp. a densidade
alcancada seja a capacidade maxima do FBR, ocorrendo entdo ajustes metabolicos na
nova condicéo. A limitacdo para Leptolyngbya sp. pode ser por deficiéncia nutricional ou
por autosombreamento das celulas. Em um cultivo em batelada Spirulina platensis
apresentou um aumento da dissipacdo ndo fotoquimica ao final de 10 dias de cultivo (LI
et al., 2018), indicando ajustes fotossintéticos. Em nosso estudo, 3 espécies apresentaram
valores de qP fora do valor teérico esperado (1,0), Gloethece sp. com ~ 3,8 qP, Nostoc
sp. CCIBt3206 com ~ 2,1 gP e Phormidium sp. com ~ 2,7 gP. Os motivos que levam a
estes resultados sdo ainda pouco entendidos e mais estudos sdo necessarios para elucidar

a razao desses valores.

Quanto as curvas rapida de luz (RLC), neste estudo 2 espécies apresentaram
valores elevados de rETRmax (acima de 150 umol fétons m2s?) e Ik (superior a 280 pmol
de elétrons m? st), tipicos de células que suportam altas intensidades luminosas
(ZHANG et al., 2011). Essas cepas sdo, portanto, propicias para serem cultivadas em
ambientes abertos com altas irradiancias, pois a isso sao mais tolerantes. Esse resultado é
promissor, pois uma das dificuldades de cultivos abertos em escala ampliada é a
dificuldade de controle da intensidade solar ao longo do dia (TORZILLO et al., 1986).
Por outro lado, observamos cepas que apresentaram valores de rETRmax baixos (~ 45
umol elétrons m2 s?) e irradiancia de saturacéo abaixo de 150 pmol fotons m2 s, como
as espécies Gloeothece sp. e Nostoc sp. (3248). Sdo organismos menos exigentes quanto
a intensidade de luz e possivelmente sofreriam menos a questdo do autosombreamento
conforme o aumento da densidade populacional com o passar do tempo de cultivo. Ainda
analisando as RLC, a corresponde a regido onde apenas a luz é fator limitante para a
fotossintese e representa a eficiéncia de absorgdo de luz (FU et al., 2007). Os valores
obtidos neste estudo (0,20 — 0,52) estdo dentro dos apresentados na literatura.
MASOJIDEK et al. (2001) obteve valores nessa amplitude para amostras coletadas na
superficie de um lago natural, enquanto WU et al. (2012) obteve para cultivos de

Cylindrospermopsis raciborskii em laboratorio sob diferentes concentracdes de fosfato.

Tendo como base os resultados obtidos nesta pesquisa, pontuamos que a eficiéncia

de captura de luz (o) parece ndo ser determinada apenas pelos valores de Ik e rETRmax.
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Os maiores valores de rETRmax € Ik foram encontrados em M. navacekii e
Aphanizamenon sp., que apresentaram valores de a ~ 0,4, entretanto com valores
similares Leptolyngbya sp. (o =0,48) e Rhabdoderma sp. (a« =0,40) nédo estdo entre as
cepas que apresentaram maiores valores de taxa de transporte de elétrons e irradiancia
saturante (Ik). Além disso, ndo houve uma relagdo direta entre a ¢ taxa de crescimento.
Espécies que apresentaram baixo crescimento populacional apresentaram valores de

eficiéncia de captura de luz tdo alto quanto espécies com alta taxa de crescimento.

De forma geral, os valores dos parametros da RLC entre o periodo de 48h e 144h
mantiveram-se constantes para cada espécie de cianobactéria. Entretanto, em algumas
espécies houve ajustes entre a luz de cultivo (tabela 1) previamente determinadas no
indculo e os valores encontrados para o cultivo no reator. Ajustes fotossintéticos em novas
condicdes de cultivo sdo suportados pela literatura. Em cultivos de Synechococcus e
Prochlorococcus com suplemento de CO., somente a primeira espécie apresentou
aumento nos valores de rendimentos fotossintéticos e do o (FU et al., 2007). Nesse mesmo
estudo, os autores observaram que Synechococcus com suplementacdo de CO; apresentou
aumento na taxa fotossintética maxima (Pmax) em 60 pumol fotons m2 s, permanecendo
em um platd até 900 umol fétons m2 s, A mesma capacidade de tolerar intensidades de
luz mais altas do que as intensidade de luz de cultivo foi observada também em
Synechococcus no estudo de Ritchie (2008). Esse autor sugere que algumas
cianobactérias apresentam uma capacidade de minimizar a fotoinibicdo na presenca de
altas irradiancias. A mesma dinamica de diferentes comportamentos ao aumento de PAR
foi encontrada para 3 espécies do género Chamaesiphan (AIGNER et al., 2017). Com o
aumento da intensidade luminosa houve aumento de rETR até 200 umol fétons m s
para C. polonicus, até ~370 umol fétons m? s™ para C. geitleri e auséncia de fotoinibicio
até 1000 pmol fotons m2 s para C. starmachii. Esses resultados indicam que os
requerimentos luminosos para as espécies sdo ajustados em diferentes condigdes de

cultivo.
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3.5 CONCLUSAO

Este capitulo avaliou o crescimento, composi¢do bioquimica e parametros
fotossintéticos de 20 espécies de cianobactérias, dentre elas espécies estudadas pela
primeira vez. A busca por novas linhagens para obtencdo de biomoléculas em culturas
otimizadas é um campo em expansdo que interessa as indudstrias farmacéutica, cosmetica
e de geracdo de energia, dentre outras. Neste estudo, usamos um fotobiorreator de alto
desempenho que possibilitou a producdo de alta biomassa de varias cianobactérias em
condi¢cdes saudaveis durante 6 dias. Leptolyngbya sp. e Nostoc sp. CCIBt3249
apresentaram maiores taxas de crescimento, e culturas de Leptolyngbya sp., Nostoc sp.
CCIBt3249, Phormidium sp. e Microcystis sp maior biomassa seca em (0,8 g LY.

Entre as espécies investigadas, maior concentracdo de clorofila a foi encontrada
em Leptolyngbya sp., Rhabdoderma sp. e Phormidium sp. Rhabdoderma sp. se destacou
na producéo de carotendides (4 pg mL™) e Leptolyngbya sp. em ficocianina (62 pg mL"
1. A composicdo (%) da biomassa seca em relagdo a proteinas, carboidratos e lipidios
totais permaneceu constante ao longo das 144 h de crescimento. Mais proteinas totais
estavam presentes nas linhagens que apresentaram maiores taxas de crescimento
(Geitlerinema sp., Phormidium sp., M. aeruginosa, Nostoc sp. e Leptolyngbya sp.). Para
carboidratos totais M. navacekii e Phormidium sp. apresentaram maiores concentracdes
e S. brasiliense, Phormidium sp. e Leptolyngbya sp. maiores rendimentos de lipidios
totais. Considerando os teores dessas biomoléculas na biomassa de cianobactérias, G.
unigranulatum apresentou os maiores teores de proteinas (64%), M. navacekii de
carboidratos (33%) e Phormidium sp. de lipidios (20%).

As espécies A. holsatica, S. brasiliense, M. aeruginosa e Nostoc sp. (CCI1Bt3249)
apresentaram o maior teor de PHA na biomassa (2%) entre as espécies estudadas. Além
disso, A. holsatica, apresentou alta atividade antioxidante (65%), sendo uma alternativa

aos antioxidantes sintéticos.

Por meio da prospeccdo de 20 cepas de cianobactérias isoladas no Brasil este
estudo € uma importante contribuicdo para a industria biotecnoldgica, indicando cepas
promissoras para a obtencdo de biomoléculas especificas. O fotobiorreator utilizado
permitiu a determinacdo bioguimica em células saudaveis, garantindo a qualidade da

biomassa.
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4 CAPITULO II.

ESTUDO DA MANIPULACAO BIOQUIMICA DE NOSTOC sp. POR MEIO DE
ALTERACAO QUIMICA E FISICA DA CULTURA

RESUMO

Nos Ultimos anos a busca por produtos de origem sustentavel vem se expandindo e
cianobactérias sdo fonte renovavel de biomoléculas de interesse biotecnologico, como
carboidratos, proteinas, e pigmentos com propriedades antioxidantes. Este estudo tem como
objetivo a manipulagdo da composi¢do bioquimica de uma cianobactéria em busca de maior
rendimento de biomoléculas e bioatividade. Como agentes manipuladores, testamos o NaCl e o
Cobre (Cu) em experimentos separados, cada qual em exposi¢do a diferentes cores de luz,
buscando um efeito sinérgico. Preliminarmente foram cultivadas 3 cianobactérias (Microcystis
aeruginosa, Sphaerocavum brasiliense e Nostoc sp.) em amplitude de concentracdo de NaCl de
0 até 30 g L* e de cobre de 4x10°® até 9x10 mol L* para definir cepa e concentragdo dos agentes
manipuladores. Nostoc sp. foi selecionada e as concentracdes definidas foram 3,5 g L NaCl e
7,6x10® mol Lt cobre. Cultivos com NaCl e cobre foram expostos a luz branca nas primeiras
48h, e nas 96h seguintes expostos a luz LED de cores vermelho, azul e verde. Em 48h e 96h foram
determinados proteinas, carboidratos, lipidios, pigmentos, fendis e atividade antioxidante, e em
144h o teor de polihidroxialcanoato e a composicéo elementar. Nostoc sp. apresentou menor taxa
de crescimento em meio com adicao de cobre e de NaCl do que no controle. Nostoc teve menor
taxa de crescimento em luz azul e verde, mas em luz vermelha foi similar ao controle. Os
resultados mostraram papel chave dos pigmentos nas condi¢bes adversas, em 48h de cultivo
carotenoides e clorofila a aumentaram na presenca do cobre, mas com NaCl aumentou
ficobiliproteinas. NaCl e Cu resultaram em menor producdo de carboidratos, proteinas e lipidios
em 48h. Luz vermelha e verde promoveram aumento da atividade antioxidante e luz azul maior
producdo de compostos fendlicos. Luz verde resultou em maiores teores de PHA. Os parametros
fotossintéticos foram mais conservados do que os de crescimento frente ao aumento do NacCl e
do cobre. A luz azul resultou em maior rendimento quantico méximo e efetivo, maior eficiéncia
de captura e uso da luz e rETRmax, mas menor dissipacdo fotoquimica. Esse trabalho é uma
contribuigdo para o entendimento do efeito isolado de cloreto de sddio e de cobre e em conjunto
com diferentes qualidades de luz, sendo uma ferramenta Gtil para processos biotecnoldgicos

futuros.

palavras-chave: biotecnologia; LEDSs; proteinas; carboidratos; lipidios; pigmentos;

polihidroxialcanoatos; antioxidante; fotossintese; respostas fotossintéticas;
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4.1 INTRODUCAO

A obtencdo de matéria-prima para producdo de materiais do cotidiano que sejam
provenientes de fontes sustentaveis € um campo em expansao nas Ultimas décadas. Dentre
as possibilidades o uso de organismos como bactérias, fungos e microalgas/cianobactérias

tem se destacado.

Cianobactérias sdo organismos procaridticos fotossintetizantes e presentes em
diversos ambientes (KHAN; SHIN; KIM, 2018), mas principalmente no ambiente
aquético. Esses organismos tém a habilidade de alterar sua composicéo bioquimica em
funcdo de variagcGes ambientais, assim adaptando-se as diferentes condigdes que o meio
Ihes impde. Esse processo pode ser referido como plasticidade fisioldgica (KOCH,;
FORCHHAMMER, 2021).

A biomassa de cianobactérias vem sendo estudada como fonte de proteinas,
carboidratos, lipidios e outros biocompostos (CASTRO-VARELA et al.,, 2021;
MORONE et al., 2019; PAGELS et al., 2021). Tem-se por exemplo que espécies com
altos teores de proteinas podem ser utilizadas na aquicultura (ABED; DOBRETSOV;
SUDESH, 2009; KAAMOUSH et al., 2022), com altos teores de carboidratos na
producdo de bioetanol e produtos para fermentacdo (KHAN; SHIN; KIM, 2018) e, altos
teores lipidicos, em varios setores, dependendo da composi¢cdo de &cidos graxos
(UDAYAN; ARUMUGAM; PANDEY, 2017). Possuem clorofila a e carotenoides,
utilizados na industria alimenticia e cosmética (SAINI; PABBI; SHUKLA, 2018), além
de pigmentos acessorios como ficocianina, usada como corante na industria alimenticia
(GALETOVIC et al., 2020).

Para uso industrial e comercial tem-se buscado espécies que apresentem altas
taxas de crescimento, muita biomassa e um alto teor de biomolécula de interesse.
Entretanto, pode-se também usar estratégias para estimular a producéo das biomoléculas,
e processos de manipulacdo bioquimica sdo uma delas (BLAGOJEVIC et al., 2018;
MORONE et al.,, 2019). A diversidade de processos de manipulacdo existentes na
literatura é significativa. Tem sido proposto diferentes cores de luz (KIM et al., 2014),
diferentes concentrac6es de nitrato (COSTA et al., 2018a), de fosfato (DEVI et al., 2022),
de cobre (KAAMOUSH et al., 2022), de NaCl (BLUMWALD; TEL-OR, 1982), dentre

outros. Entretanto, a juncdo de 2 processos em busca de um efeito sinérgico que
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potencialize o0 acimulo de biomoléculas € mais rara. CHIA et al. ( 2015) combinou adi¢ado
de cadmio com deplecdo de fosfato e mostrou aumento de até 300% na producgdo de
lipidios em Chlorella vulgaris.

O cobre ¢ um micronutriente essencial para o fitoplancton, participando de
processos metabdlicos essenciais, como a fotossintese (RAVEN; EVANS; KORB, 1999),
sendo requerido na plastocianina. Em baixas concentragdes (da ordem de 10 molL™ ou
ambientais), o cobre pode ter um efeito estimulante no crescimento do fitoplancton
(KAAMOUSH et al., 2022), mas sabe-se que em altas concentracfes (acima das
normalmente requeridas) esse metal pode ter um efeito téxico (SEDER-COLOMINA et
al., 2013). Em altas concentracdes (acima de 10® molL™?) o cobre pode resultar na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), degradando, por exemplo, membranas
celulares (AHAD; SYIEM, 2018).

Sabe-se que assim como o cobre, a adi¢do de cloreto de sddio (NaCl) em cultivos
de cianobactérias pode resultar em mudancas na composicdo bioquimica. O NaCl em
concentragOes acima das adequadas produz ROS e gera desbalango osmotico e ibnico no
citosol de cianobactérias (BLUMWALD; TEL-OR, 1982). Frente a esse estresse, esses
organismos podem aumentar a expressdo de biomoléculas antioxidantes e produzir
solutos para diminuir a toxicidade do NaCl (REED; STEWART, 1985; REZAYIAN;
NIKNAM; FARAMARZI, 2019; SINGH et al., 1996).

Grande parte dos estudos na literatura se utilizam de estressores quimicos em altas
concentracdes (MOISANDER; MCCLINTON; PAERL, 2002; REZAYIAN; NIKNAM,;
FARAMARZI, 2019; SINGH et al., 2014). Nesses casos ocorre 0 ganho na producéo da
biomolécula de interesse, porém com perda drastica na taxa de crescimento (CHIA et al.,
2013; 2015). Alem disso, em situacOes de estresse as células se tornam fragilizadas e
vulneraveis a perda de material intracelular durante a coleta. Assim, é de fundamental
importancia o desenvolvimento de processos que aumentem o rendimento dessas
biomoléculas sem comprometer a taxa de crescimento e a qualidade da biomassa. Como
organismos fotossintetizantes, além de mudangas na concentracdo de agentes quimicos,
as cianobactérias respondem a variagdo na qualidade (ou cor) da luz de cultivo. Podem
ser afetados pela mudanca na qualidade da luz a composicao de proteinas, carboidratos,
lipidios e pigmentos, além da atividade antioxidante e fotossintética (COULOMBIER et
al., 2020).
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Partindo-se da premissa de que concentracdes ambientais de metais possam
ocasionar um ajuste metabdlico nas células, mas menor efeito nas taxas de crescimento,
a biomassa gerada carregaria consigo concentraces mais elevadas de biomoléculas.
Essas concentragdes ndo sdo tdo elevadas em comparacdo com estresses que ocasionem
reducdo significativa na taxa de crescimento, como mostrado em CHIA et al. (2013) e,
portanto, um efeito de sinergia com algum outro fator de manipulagido pode produzir
resultados de interesse. Este estudo é uma contribuicdo para a otimizagdo da producéo de

biomoléculas em diferentes condi¢des abioticas.

Neste capitulo buscou-se introduzir um efeito sinérgico quanto ao acumulo de
biomoléculas mediante a exposicao a diferentes cores de luz em cultivos que estavam
expostos por 48h a baixas concentrac@es de cobre ou de NaCl. Assim, avaliamos alguns
parametros fisiologicos de uma cianobactéria (Nostoc sp.) frente a mudangas quimicas
(NaCl e cobre) e fisicas (cores de luz LED) nos cultivos. De 48h a 144h as culturas foram
expostas a luz LED de cores azul, ou vermelha ou verde, além da branca usada como
controle. Os parametros fisioldgicos que se investigou foram crescimento populacional e
biomoléculas, e fotossintese. Assim, para melhor organizacdo deste capitulo, sua

discussdo esta dividida em 3 subitens, como listados a seguir.
3.4.1 Estudo preliminar: selecdo de concentracdes de NaCl e cobre para manipulacéo
bioquimica

3.4.2 Efeito da manipulacéo bioquimica no crescimento e composi¢ao de biomoléculas

em Nostoc sp.

3.4.3 Efeito da manipulacéo bioquimica na fotossintese em Nostoc sp. com enfoque em

curvas rapidas de luz

4.2 METODOLOGIA

Para o estudo que se apresenta neste capitulo, as amostragens dos cultivos foram
feitas em 3 tempos experimentais distintos: em 48h para obtencdo de informacdes
relativas somente a exposicdo aos agentes NaCl e cobre, em 96h para obtencdo de
informagdes relativas a sinergia do NaCl e cobre com cores de luz branca (controle), azul,

vermelha e verde e, em 144h, com as culturas ja em fase estacionaria, as amostragens
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foram feitas para a quantificacdo de polihidroxialcanoatos (PHA) e composicdo elementar
(CHNS).

Trés espécies de cianobactéria foram testadas preliminarmente como candidatas
ao estudo da manipulacéo bioquimica com base nos resultados da prospeccdo (capitulo 1
desta tese) por apresentarem maior rendimento de PHA em condicédo ideal de cultivo (~
2%) e maior taxa de crescimento dentre as 20 espécies investigadas. As espécies
selecionadas foram Microcystis aeruginosa, Sphaerocavum brasiliense e Nostoc sp.
Essas cepas foram cedidas pela professora Dra. Célia Leite Sant"anna, do Instituto de
Boténica, Secretaria do Meio Ambiente, Sdo Paulo, Brasil. N&o temos informagéo sobre
a toxicidade das cepas e nem tampouco isso foi abordado neste estudo.

Selecdo de concentracgdes de NaCl e cobre para manipulagdo bioguimica

Para selecionarmos uma concentracdo do cloreto de sodio e uma do cobre que nao
resultassem em mudancga significativa no crescimento populacional, realizou-se um
estudo preliminar em microplacas de 96 po¢os com volume de 300 pL cada pogo e seus
efeitos no crescimento foi monitorado diariamente por absorbancia em 684 nm (Epoch™
Microplate Spectrophotometer, U.S.A.). Vinte concentrac6es de cobre (valores nominais)
em amplitude de 4x10°® até 3x10° mol L™ e 20 concentracdes de NaCl de 0 até 30 g L2,
como apresentado na tabela 1 foram testadas nas 3 espécies de cianobactérias. Todos 0s
tratamentos foram feitos com 3 réplicas.
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Tabela 1: Concentragdes nominais de cloreto de sddio (NaCl) e cobre (Cu) para o
estudo preliminar de definicdo das concentragdes a serem usados nos experimentos
de manipulagdo bioquimica nas cianobactérias Microcystis aeruginosa, Sphaerocavum
brasiliense e Nostoc sp.

NaCl [Cu]
Tratamento gLt mol L gLt mol L.
1 - Controle 0 0 2,55x10° 4,00x10708
2 0,25 4,30x10°3 3,80x10° 6,00x108
3 0,50 8,60x1073 5,70x10° 9,00x108
4 1,00 1,70x10? 7,65x10° 1,20x10%7
5 1,50 2,60x102 9,55x10°® 1,50x10°%7
6 2,00 3,40x102 1,90x10° 3,00x10
7 2,50 4,30x10? 3,80x107 6,00x107
8 3,00 5,10x107 5,72x10° 9,00x10%7
9 3,50 6,00x1072 7,63x107 1,20x10706
10 4,00 6,85x1072 9,55x107 1,50x107°
11 4,50 7,70x102 1,90x10 3,00x107°¢
12 6,00 1,00x10? 2,85x10* 4,50x1070®
13 7,00 1,20x101 3,80x104 6,00x107
14 8,00 1,40x101 4,80x10* 7,50x1078
15 10,0 1,71x101 5,70x104 9,00x107
16 12,5 2,15x101! 6,70x10* 1,05x10%
17 15,0 2,60x101! 7,65x10% 1,20x10%
18 20,0 3,40x10! 8,60x10™* 1,35x10%
19 25,0 4,30x10? 9,55x10* 1,50x109°
20 30,0 5,15x101 1,90x10°3 3,00x10°0°

O meio de cultivo utilizado foi 0 BG11 (RIPPKA, 1988) autoclavado (20 min,
121 °C, 1 bar; AV Phoenix Luferco, Brazil). O controle foi intitulado de BG11-N (BG11
normal). O tratamento BG11-Cu ¢é referente a0 meio com adicdo de cobre (AAS/ICP,
1000 mg L1, 38996 Sigma-Aldrich, USA) e 0 BG11-NaCl referente ao tratamento com
adicédo de NaCl (Synth, American Chemical Society). Para os tratamentos com adigéo de
cobre tomou-se o cuidado de adicionar o metal 24 h antes da inoculagéo da cianobactéria

para que o equilibrio quimico com o meio fosse atingido.

As microplacas foram cobertas com Parafilm® para minimizar a evaporagéo e

incubadas em luz branca durante 120h, com ciclo claro: escuro de 12h: 12h em sala

63



climatizada (24 + 1 °C). As intensidades luminosas de cultivo foram obtidas de curvas
répidas de luz determinadas previamente em um fluorémetro de pulso de amplitude
modulada (PHYTO-PAM II, Heinz Walz, Germany). Os valores de irradiancia de cultivo
para Microcystis aeruginosa, Sphaerocavum brasiliense e Nostoc sp. foram,

respectivamente, 150, 200 e 200 pmol fétons m s,

As taxas de crescimento foram calculadas a partir das curvas de crescimento com
base no logaritmo natural da absorbancia em 684 nm versus o tempo de cultivo. O valor
do coeficiente angular do ajuste linear da curva no periodo exponencial corresponde ao

valor da taxa de crescimento (, d).

Para quantificar o efeito do estresse por NaCl e cobre em cada espécie calculamos
o valor de EC20, que foi realizado com o auxilio do programa Graph Pad Prism 6. Estes

valores foram usados no estudo da manipulagdo bioquimica.

Finalizado o estudo preliminar e analisados os resultados, a selecdo da
cianobactéria Nostoc sp. para a etapa de manipulacdo bioquimica foi feita e teve como
base a resposta ao estresse quimico no meio, além da facilidade da coleta de biomassa

guando pensamos em uma escala industrial.

Manipulacéo bioquimica

A cepa selecionada para o processo de manipulacdo bioquimica foi Nostoc sp.
Este estudo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia de Algas, UFSCar, Brasil, em
parceria com o Laboratorio de Investigacdo Aquatico Ambiental (LACER) do Centro de
Estudos Avangados/HUB Ambiental, Universidade de Playa Ancha, Chile.

O experimento de manipulacdo bioquimica (fluxograma 1) foi realizado em
fotobiorreatores (FBR) tubulares de vidro borosilicato, do tipo air-lift, com
borbulhamento de ar filtrado (0,22 um; Chromafil Xtra PUFD 20/25) por meio de bombas
comerciais (Big Air, AZ30) e uso de pedras porosas. O pH do cultivo foi mantido entre
7,8 e 8,4 por meio da insergdo automatica de CO- (25%) em mistura com argoénio (75%).
O volume de cultivo foi 2L, fotoperiodo de 12h: 12h claro: escuro feito com diodos
emissores de luz (LED) e irradiancia saturante de 200 pmol fétons m2 s?. A intensidade
luminosa foi ajustada diariamente de modo a manté-la constante independente da

densidade populacional.
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[Cu] ; 4x108 até 3x10° mol L1
[NaCl] : O até 30 g L'

Screening microplaca 96 pogos

‘ Nostoc sp.
BG11-N BG11-Cu BG11-NaCl
0-48h / / /
‘ BG11- ‘ ‘ BG11- ‘ BG11- ‘ BG11- BG11- | [ BG11- | | BG11- | | BG11- BG11- ‘ BG11- ‘ BG11- ‘ ‘ BG11- ‘
N N N N Cu Cu Cu Cu NaCl NaCl NaCl NaCl
48 —-144h
N Cu NaCl

Fluxograma 1. Esquema experimental de manipulacéo bioquimica em cultivos

de Nostoc sp. que tem duracao total de 144h.

O processo de manipulacdo consistiu na exposicdo de Nostoc sp. durante 48h a
trés condicbes de cultivo sob luz LED branca, sendo elas, controle com meio BG11
normal (BG11-N), com adicdo de 3,5 g L™t NaCl (BG11-NaCl) e com adicdo de cobre
(nominal) de 7,6x10® mol L™* (BG11-Cu). Ap6s 48h de cultivo, foi realizada a troca de
cores de luz, por luz azul, vermelha e verde, exceto no controle, que permaneceu sob luz
branca. A exposicao as luzes coloridas permaneceu por 96h. A emissdo do espectro de
luz para todas as cores foi verificada usando-se um espectroradidmetro Ocean Opticus
UBS 2000 com fibra Optica BIF-600-UV-VIS e software OlBase32 (Dunedin, FL). O
espectro de luz confirmou as diferentes qualidades dos LEDs (branco 455/566 nm, azul
445 nm, verde 521 nm e vermelha 652 nm). Para evitar influéncia de luzes externas, 0s
reatores foram revestidos com papel aluminio. A figura 1 é uma fotografia com o0s
fotobiorreatores (FBR) ilustrando as cores dos LEDs e o papel aluminio usado no

revestimento.
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Figura 1. Cultivos de Nostoc sp. em fotobiorreator cilindrico ilustrando as cores de
LED e revestimento com papel aluminio.

Parametros de crescimento

Diariamente foi determinada a concentracdo de clorofila a in vivo (Turner
Designs, Trilogy, USA). A biomassa seca foi quantificada em 48h e 96h de cultivo a partir
da filtragem de amostras em filtros de fibra de vidro (Sartorius — Germany) previamente
muflados e com massa aferida em uma balanca analitica de 1 pg de precisdo (Mettler
Toledo, XPE26). Os dados de concentracdo de clorofila a em funcdo do tempo
experimental foram plotados em grafico e um ajuste por meio de regressdo linear foi feito
para os resultados obtidos nas 48h iniciais do cultivo. O coeficiente angular da reta é

equivalente a taxa de crescimento especifica.

Composicéo bioquimica e atividade antioxidante

Em 48h e 96h de cultivo foram feitas as determinacBes bioquimicas. A
concentracdo de clorofila a e carotenoides foi feita a partir de biomassa liofilizada e

extracdo com acetona 80% e absorbancia medida em espectrofotdmetro em 480, 664 e
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647 nm (RITCHIE, 2008). Para determinacao de ficobiliproteinas foram centrifugados 10
mL de cultura, o sobrenadante foi descartado e o pellet extraido a partir de uma solugéo
tampdo pH 7,5 (NaCl, KCI, Na,HPOs, KH2PO4) e absorbancia registrada em
espectrofotdmetro em 620, 650, 565 nm (YEPREMIAN et al., 2017). Foram
centrifugados 5 mL e 20 mL de cultura para determinacdo de proteinas e carboidratos
totais, respectivamente, e os pellets congelados em -80 °C até a anélise. A determinacéao
de proteinas totais foi feita com extragdo por acido tricloroacético quente e solugéo
alcalina (SLOCOMBE et al., 2013) e solucéo padrdo de 2 mg mL™* de albumina bovina.
Carboidratos foram determinados como descrito em ALBALASMEH; BERHE;
GHEZZEHEI (2013), com glicose como padrdo (1 mg mL™). Lipidios totais foi
quantificado por gravimetria em uma balanca analitica de 1 pg de precisdo (Mettler
Toledo, XPE26) e a extracdo lipidica seguiu o descrito em FOLCH et al. (1957) com
modificacdo de PARRISH (1999) em solucéo de cloroférmio: metanol (2:1).

Também em 48h e 96h, a atividade antioxidante e compostos fendlicos foram
determinados a partir de biomassa liofilizada e as extracdes realizadas com o solvente
metanol 80%. Para compostos fendlicos uma curva padrdo foi produzida com
fluoroglucinol e para DPPH foi usado Trolox como padrdo (CELIS-PLA et al., 2014,
2021).

A cultura foi mantida até 144h para entrada na fase estacionaria de crescimento,
quando todo o cultivo foi centrifugado e liofilizado. Usando-se a biomassa liofilizada foi
feita a determinacdo da porcentagem de polihidroxialcanoatos (PHA). PHA foi
determinado conforme o descrito em COSTA et al. (2018), com rompimento celular com

hipoclorito de sddio, extracdo em cloroférmio e precipitacdo em metanol.

Parametros fotossintéticos

Em 48 h e 96 h foram determinados os pardmetros fotossintéticos. Para isso
utilizou-se um PHYTO-PAM Il (Walz- Germany) e utilizadas as equacdes apresentadas
em JUNEAU; EL BERDEY; POPOVIC (2002). Esta analise é realizada pela variagédo
nas fluorescéncias emitidas pelas moléculas de clorofila a antes e ap0s a excitacao por
um pulso luminoso saturante. O rendimento quantico maximo (dwm) foi determinado em

células aclimatadas ao escuro (20 min) e calculado pela equacdo (1) mostrada a seguir,
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onde Fm é a fluorescéncia maxima e Fo a fluorescéncia minima (basal) de ceélulas

adaptadas ao escuro.
Om = (Fm — Fo) | Fm (l)

Os rendimentos quénticos efetivos (equacéo 2) e as dissipa¢des fotoquimicas, qP
(equacdo 3 e 4) foram determinados seguindo o descrito em JUNEAU et al. (2002). Essas
determinac6es foram obtidas em células adaptadas a luz actinica (ou PAR). O rendimento
quantico efetivo (®"m) é calculado de acordo com a equagdo 2, onde tem-se que Fs
representa a fluorescéncia estavel apds exposicdo a luz actinica, Fm’ a fluorescéncia

maxima apds a exposicdo a pulsos de saturacdo de luz em intervalos de 20 s.
O'm= (Fm’ - Fs) | Fn’ (2)

O decaimento fotoquimico (gP) é um indicativo do potencial de conversdo da
energia dos fotons capturados em energia quimica (KRAUSE; WEIS, 1991; MAXWELL;
JOHNSON, 2000) e relaciona-se a proporcdo de centros de reacdo do PSII que se
encontram abertos. O valor de gP foi estimado a partir das equacdes 3 e 4, onde Fo” é a
fluorescéncia minima, constante, em células adaptadas a luz, Fy é a fluorescéncia variavel

obtida pela diferenca entre Fm e Fo.

Fo, = Fo/ [(Fv/ Fm) + (Fo / Fm’)] (3)

qP = (Fm’— FS) / (Fm,— Fo,) (4)

As curvas rapidas de luz (RLC) sdo graficos do tipo “fotossintese versus
irradiancia” (FALKOWSKI; RAVEN, 2007), no qual no eixo Y representa-se uma
variavel indicativa da atividade fotossintética e no eixo X os valores de intensidade
luminosa. Para a elaboracgdo das curvas foram coletadas amostras (3 mL) em 48h e 96h
de cultivo e deixadas durante 20 min no escuro. Em seguida, pulsos graduais de luz em
intervalos de 20 s foram aplicados na amostra. Para determinar o valor da taxa relativa de
transferéncia de elétrons (rETR) os valores de rendimento quéantico efetivo foram
multiplicados pela irradiancia (E). A partir do ajuste matematico de EILERS; PEETERS
(1988) calculamos os valores da inclinagao inicial das curvas (o), a taxa maxima (relativa)

de transporte de elétrons (rETRmax), a irradiancia saturante (k) e irradiancia 6tima (Eopt).
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Para a extracdo dos parametros da RLCs consideramos a fracdo de irradiancia incidente
que é absorvida pelas algas e a fragdo da energia da clorofila relacionada ao PSII, sendo
de 0,3 em cianobactérias (JOHNSEN; SAKSHAUG, 2007).

Analise estatistica

Os gréficos foram produzidos no programa IGOR Pro 5.04. Foram realizadas
andlises estatisticas ANOVA one-way para dados de 48h e ANOVA two-way para dados
de 96 h e 144 h, ambas no programa JAMOVI (versdo 1.2.27). Os pressupostos de
normalidade e homoscedasticidade foram verificados antes da analise por meio do teste
de Shapiro-Wilk.

4.3 RESULTADOS

Para o estudo preliminar, de definicdo das concentracbes de NaCl e de cobre
visando a manipulacdo bioguimica, as taxas de crescimento de Microcystis aeruginosa,
Sphaerocavum brasiliense e Nostoc sp. para as diferentes concentracdes de NaCl e Cu
estdo apresentadas na figura 2. Todas as espécies apresentaram sensibilidade ao aumento
da concentracdo de NaCl e de cobre no meio de cultivo. Em concentragdes intermediarias
de cobre ou do cloreto de sodio houve crescimento populacional para as 3 cepas, porém

em altas concentragOes as taxas de crescimento foram proximas de zero.
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Figura 2. Taxas de crescimento para Microcystis aeruginosa, Sphaerocavum
brasiliense e Nostoc sp. em funcéo das concentracdes de NaCl (a, b e c) e log de cobre
(d, e, f).

Considerando NaCl a espécie mais sensivel foi Sphaerocavum brasiliense (EC20
1,7 g L), seguida por Microcystis aeruginosa (EC20 3,3 g L) e por fim Nostoc sp.
(EC20 3,5 g LY. Em contrapartida, Sphaerocavum brasiliense (EC20 6,10x10® mol L)
foi a espécie mais sensivel ao aumento da concentragéo de cobre, seguida por Nostoc sp.
(EC20 7,6x10® mol L) e Microcystis aeruginosa (EC20 1,5x107 mol L™2).

A seguir sdo apresentados os resultados de crescimento, bioquimica e fotossintese
de Nostoc sp. em meio de cultura sob luz branca com adigéo de cobre e de NaCl durante

48h, e posterior exposi¢do as diferentes qualidades de luz por 48h adicionais.
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Parametros de crescimento

A figura 3 mostra as curvas de crescimento para Nostoc sp. em funcéo do tempo

experimental nos diferentes tratamentos.
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Figura 3. Logaritmo natural da concentragdo de clorofila a in vivo (ug mL™?) para
Nostoc sp. em fungéo do tempo experimental. Em (a) cultivos em meio BG11 normal,
(b) com adicao de NaCl e em (c) com adicao de cobre. Cores dos pontos representam as
cores dos LEDs. As barras de erro representam o desvio padrdo da média (n=3).

As taxas de crescimento menores foram obtidas nos tratamentos com adicéo
de NaCl e cobre, em comparagéo ao controle (ANOVA p < 0.05). A taxa de crescimento
no controle (BG11-N) foi de 0,42 d*, enquanto que em BG11-Cu 0,30 d* e BG11-NaCl
0,22d%.
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A biomassa seca de Nostoc sp. em 48h e 96h de cultivo é apresentada na figura
4. Nas 48h iniciais, houve um aumento de 2x na producdo de biomassa seca no tratamento
com adigéo de cobre quando comparado com o controle (BG11-N), mas nenhum efeito
do NaCl foi observado. Apesar disso, ao final de 96h o maior rendimento de biomassa (p
< 0.05) ocorreu na presenca do NaCl. Exposicéo as cores de luz ndo ocasionou qualquer

efeito em relacdo ao quantitativo de biomassa seca (p > 0,057).
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Figura 4. Biomassa seca (mg mL™) em 48h e 96 h em culturas da cianobactéria Nostoc
sp. exposta a NaCl e cobre, e sob diferentes qualidades de LEDs. As cores das barras
representam as cores dos LEDs. Linha tracejada indica a média de biomassa seca em

48h. Barras de erro representam o desvio padrdo da média (n=3). Estatistica: letras
iguais indicam diferenca ndo significativa.

Composicao bioquimica e atividade antioxidante

A producao de clorofila a e carotenoides por unidade de biomassa seca € mostrada
na figura 5. Nas 48h iniciais de cultivo, Nostoc sp. apresentou aumento de 1,2x na
producdo de clorofila a por unidade de biomassa e de 1,35x de carotenoides nos
tratamentos com cobre adicional. Por outro lado, a adi¢cdo de NaCl no meio de cultivo,

n&o refletiu em ganho na producdo desses pigmentos em 48h.
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Figura 5. Produgéo de clorofila a e carotenoides em Nostoc sp. para os diferentes
tratamentos em 48h e 96h. Em (a) clorofila a e em (b) carotenoides. As cores das barras
representam as cores dos LEDs. Linha tracejada indica a concentragdo média de
pigmentos em 48h para cada condicdo de cultivo. As barras de erro representam o
desvio padrdo da média (n=3). Estatistica: letras iguais indicam diferenca ndo
significativa.

A producdo de clorofila a e carotenoides ap6s exposi¢do as luzes coloridas
manteve-se estatisticamente similar dentro de cada condicdo de meio de cultivo, exceto
pela luz verde no tratamento com cobre, revelando um efeito sinérgico. Entretanto, este

deu-se sem ganho significativo frente ao controle (BG11-N e LED branco).

A figura 6 reporta a producdo de ficobiliproteinas por unidade de biomassa seca

em diferentes condicdes de cultivo.
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Figura 6. Ficobiliproteinas em Nostoc sp. para os diferentes tratamentos em 48h e 96h
de exposicdo. Em (a) ficocianina, (b) aloficocianina e em (c) ficoeritrina. As cores das
barras representam as cores dos LEDs. Linha tracejada indica a média de
ficobiliproteinas em 48h para cada condicdo de cultivo. As barras de erro representam o
desvio padrdo da média (n=3). Estatistica: letras iguais indicam diferenca ndo
significativa.

O tratamento BG11-Cu néo resultou em diferenga significativa (p = 0,3) na
producéo de ficobiliproteinas em relacdo ao BG11-N em 48 h. Entretanto, exposta ao
NaCl detectou-se um aumento significativo de 3,5x na producdo de aloficocianina (p =
0,02) e de 1,8x na producdo de ficoeritrina (p = 0,04) em comparagdo ao controle.

Importante ressaltar que esse aumento néo foi mantido ao final de 96 h de cultivo.
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De forma geral, assim como para clorofila a e carotenoides, obtivemos que as
diferentes qualidades da luz ndo resultaram em mudangas significativas (p > 0,05) na
producdo de ficobiliproteinas dentro de cada condicéo de estimulo quimico. Novamente,
a Unica excecdo foi o sinergismo do LED cor verde com a adicéo de cobre, onde houve
um aumento de aloficocianina e ficoeritrina, mas sem ganho real em relacdo ao BG11-N
em luz branca.

Os resultados de proteinas, carboidratos e lipidios totais sdo mostrados na figura
7. Para proteinas, carboidratos e lipidios a producdo por unidade de biomassa foi afetada
negativamente nas 48h iniciais de cultivo. A reducdo da producdo por unidade de
biomassa foi mais pronunciada (~ 1,5x) quando Nostoc sp. foi exposta ao cobre. Ao final
de 96 h os tratamentos BG11-N e BG11-Cu ndo apresentaram diferenca estatistica entre
si (p < 0,27), porém foram superiores ao obtido em BG11-NaCl (p < 0.001). Aqui

novamente, ndo houve ganho entre as diferentes cores de LEDs.
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Figura 7. Proteinas totais (a), carboidratos totais (b) e lipidios totais (c) em Nostoc sp.

para os diferentes tratamentos em 48h e 96 h. As cores das barras representam as cores

dos LEDs. Linha tracejada indica a média de biomoléculas em 48h para cada condi¢do

de cultivo. As barras de erro representam o desvio padrdo da méedia (n=3). Estatistica:
letras iguais indicam diferenca néo significativa.

A tabela 2 apresenta os teores de PHA em porcentagem na biomassa de Nostoc

sp. ao final do cultivo (144 h).
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Tabela 2. Teor de polihidroxialcanoato como porcentagem em relacdo a biomassa seca
em Nostoc sp. Os numeros entre parénteses correspondem ao desvio padrdo da média (n
= 3). Estatistica: letras iguais indicam diferenca ndo significativa.

Tratamento LED LED LED LED
Branco Azul Vermelho Verde
BG11 2,21 (0,3) BC 1,85 (0,8) B¢ 2,49 (0,6) ABC 3,35 (0,6) "B
NacCl 0,84 (0,1) ¢ 1,44 (0,3) B¢ 1,68 (0,5) B¢ 4,64 (0,7) A
Cobre 1,76 (0,4) B¢ 2,69 (0,0) ABC 2,29 (1,2) B¢ 2,90 (1,0) ABC

O teor de PHA na biomassa de Nostoc sp. nao foi afetado pela adicao de cobre ou
de NaCl no meio de cultivo (p = 0,46), mas sim pelas diferentes cores de luz (p < 0,001).
Os maiores valores de PHA foram observados em luz verde. Em comparagdo com o
controle (BG11, luz branca) a luz verde promoveu um aumento de 1,5x em BG11-Cu e
1,9x em BG11-NaCl.

A figura 8 mostra os resultados da atividade antioxidante DPPH de Nostoc sp. nos

diferentes tratamentos.
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Figura 8. Atividade antioxidante (DPPH) de Nostoc sp. para os diferentes tratamentos
em 48h e 96 h. As cores das barras representam as cores dos LEDs. Linha tracejada
indica a média da atividade DPPH em 48h para cada condicdo de cultivo. As barras de
erro representam o desvio padréo da média (n=3). Estatistica: letras iguais indicam
diferenca néo significativa.

A atividade DPPH né&o foi influenciada nem pelo cobre e nem pelo NaCl (p =
0,13) em 48h, mas em 96h de cultivo observamos em Nostoc sp. um aumento de 2x na
atividade antioxidante em meio BG11-N (controle) em exposi¢do aos LEDs vermelho (p
< 0.001) e verde (p < 0.001).
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O teor de fendis totais para Nostoc sp. € mostrado na figura 9. Observamos que
nas primeiras 48h de cultivo ndo houve variacdo significativa (p = 0,81) entre os

tratamentos.
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Figura 9. Conteudo total de fendis de Nostoc sp. para os diferentes tratamentos em 48h
e 96h de exposicdo. As cores das barras representam as cores dos LEDs. Linha tracejada
indica a média de fendis totais em 48h para cada condicdo de cultivo. As barras de erro
representam o desvio padrdo da média (n=3). Estatistica: letras iguais indicam diferenca
néo significativa.

Na presenca de LED azul, Nostoc sp. apresentou aumento significativo no
conteddo total de fendis, sendo 1,4x maior em meio BG11-N (p < 0.001) e BG11-Cu (p
= 0,009) em comparagéo ao controle (BG11-N em exposic¢do a LED branco).

A composicdo elementar de Nostoc sp. ao final dos cultivos é mostrada na tabela
3. Néo se detectou diferenca significativa na composigdo elementar mesmo considerando
0s varios tratamentos. As porcentagens obtidas foram: carbono 40%, hidrogénio 6%,
nitrogénio 10% e enxofre 4%. De forma geral, a razdo C/N ndo apresentou variacao entre

os diferentes tratamentos ao final do tempo experimental.
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Tabela 3. Composicéo elementar (CHNS) em Nostoc sp. ao final de 144h de cultivo em
exposicdo ao metal cobre ou cloreto de sddio, ambos em conjunto com diferentes
qualidades de luz LED. Os numeros entre parénteses correspondem ao desvio padréo da
média (n = 3). Estatistica: para cada elemento quimico letras iguais indicam diferenca ndo

significativa.

Tratamento % C % H % N %S C/N
BG11-N

Branco 39,8 (1,2) A 6,46 (0,47) 7B 9,05 (0,66) » 4,65(0,72)* 4,40 (0,19) A8
Azul 408(0,77)A  6,45(0,10)”8 9,94 (0,26) A  3,61(0,42)A 4,11 (0,05) ABCDE
Vermelho 39,6 (0,41)~ 6,13(0,56) "8  9,11(0,28)~ 4,11 (0,53)» 4,35 (0,11) ABCD
Verde 39,6 (1,40)~ 6,67 (0,42) "8 10,12 (0,23)* 5,56 (0,18)* 3,92 (0,07)E
BG11-NaCl

Branco 40,0 (1,64)~ 6,25(0,51) A8 9,15(0,34)A 3,40(0,91)~ 4,37 (0,12) ABC
Azul 39,9(0,33)A 555(0,56)8  9,92(0,23)A 3,53(0,48)~ 4,02 (0,08) PE
Vermelho 39,5(0,92)A 6,09 (0,15) A8 8,90(0,16) A 3,62 (0,56) A 4,44 (0,04) A
Verde 39,1(0,24)A 6,26 (0,15)*8 9,58 (0,31)A 5,44 (0,04) A 4,09 (0,15) BCDE
BG11-Cu

Branco 41,5(053)~  7,36(0,07)A 10,21 (0,13)A 4,42 (0,75)~ 4,07 (0,04) CPE
Azul 39,3(1,24)A 580(0,62)B  9,53(0,33)A 3,29(0,66)A 4,12 (0,02) ABCDE
Vermelho 42247~  534(0,06)B 10,08(0,83)A 3,91(1,59)A 4,18 (0,12) ABCDE
Verde 40509~ 6,31(0,48)”  9,81(0,19)A 2,81(1,16)~ 4,13 (0,01) ABCDE

Parametros fotossintéticos

Na figura 10 sdo mostrados os resultados de rendimento quéntico maximo e
efetivo e dissipacdo fotoquimica em 48h e 96h. Em 48h de cultivo ndo houve diferenca
significativa dos tratamentos em comparacdo ao controle para os rendimentos
fotossintéticos maximo (d®wm) e operacional (®’wm). Entretanto, em 96h, analisando o efeito
das luzes coloridas, observamos que a luz azul resultou em maiores ®m e ®’m. A
dissipacdo fotoquimica nédo diferiu estatisticamente em 48h considerando os tratamentos
e o controle (BG11-Cu p = 0,241; BG11-NaCl p = 0,205), mas BG11-Cu apresentou
maior direcionamento para a etapa fotoquimica em comparag¢éo com o tratamento BG11-
NaCl (p = 0,02). Apesar dos maiores rendimentos quanticos em 96h, isso nédo se refletiu

na dissipacdo fotoquimica.
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Figura 10. Rendimento quantico maximo (a), rendimento quéntico efetivo (b) e
dissipacdo fotoquimica (c) para todos os tratamentos de cobre e sal em 48 h e 96 h.
Linha tracejada representa o valor médio em 48 h de tempo experimental. Pontos pretos
indicam exposicdo ao LED branco, azul ao LED azul, vermelho ao LED vermelho e
verde ao LED verde. Barras de erro representam o desvio padrdo da média (n=3).

A dissipacdo fotoquimica ndo diferiu estatisticamente em 48 h considerando os
tratamentos e o controle (BG11-Cu p = 0,241; BG11-NaCl p = 0,205), mas BG11-Cu
apresentou maior direcionamento para a etapa fotoquimica em comparagdo com o
tratamento BG11-NaCl (p = 0,02). Apesar dos maiores rendimentos quanticos em 96 h,
isso ndo se refletiu na dissipagdo fotoquimica. Em 96 h, estatisticamente o efeito em P
foi influenciado pelas diferentes qualidades de luz (p = 0,018) e ndo pela adicao de cobre
ou NaCl no meio de cultivo (p = 0,3). Menores valores de gP foram obtidos em exposi¢édo

a luz azul e vermelha em todos os tratamentos.

As curvas rapidas de luz estdo apresentadas na figura 11 (48 h) e figura 12 (96 h).
Nas 48h iniciais de cultivo ndo houve diferenca estatistica nas RLC, todas seguindo

padrdo similar.
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Figura 11. Curva rapida de luz em 48 h representada como taxa relativa de transporte de
elétrons (rETR, umol de elétrons m s1) versus radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR, pmol
de fétons m2 s?). Circulo: BG11-N; triangulo: BG11-NaCl; ampulheta: BG11-Cu. Barras de
erro representam o desvio padrdo da média (n = 3).
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Figura 12. Curvas rapidas de luz em 96 h: taxa relativa de transporte de elétrons (rETR, pumol
de elétrons m s) versus radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR, pmol de fétons m2s?). Em
(a) BG11-N; (b) BG11-NaCl; (c) BG11-Cu. Linhas pretas, culturas expostas a LED branco;
linhas azuis, LEDs azuis; linhas vermelhas, LEDs vermelhos; linhas verdes, LEDs verdes.
Barras de erro representam o desvio padréo da média (n = 3).
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O efeito das cores de luz nas RLC nos mostra que ocorreram ajustes na taxa de
transporte de elétrons, na eficiéncia de captura de luz e na sensibilidade quando as células
foram submetidas as diferentes cores de luz. Em todas as condi¢des de meio de cultura as
curvas com maiores rETR para os diferentes pulsos PARs foram observadas em
exposicdo a luz LED azul. Em meio BG11-N e BG11-NaCl observamos 4 perfis
independentes de RLC referentes as diferentes cores de luz. Entretanto em meio BG11-
Cu, observamos que o cobre diminuiu a capacidade de resposta de Nostoc nas diferentes
qualidades de luz. Nesta situacdo observamos perfis de RLC diferentes em células

expostas a LED azul e em comparacao as RLCs para luz branca, vermelha e verde.

Os parametros extraidos das curvas RLC ap0s tratamento matematico dos dados

estdo apresentados na figura 13.
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Figura 13. Parametros obtidos apos o ajuste da RLC de acordo com Eilers e Peeters
(1988). Em (a) a (umol fotons m? s™), (b) rETRmax (LMol de elétrons m2s?), (c) Ik
(umol fotons m2 s1) e em (d) Eopt (umol fotons m s). As cores das barras
representam as cores dos LEDs. Linha tracejada indica a media em 48h para cada
condicdo de cultivo. Barras de erro representam o desvio padrdo da média (n = 3).
Estatistica: letras iguais indicam diferenca néo significativa.

Durante as 48 h iniciais de cultivo ndo houve variagdo significativa para qualquer
um dos parametros das RLC entre os diferentes tratamentos. Os valores de Ik e Eopt em
48h foram similares ao Ik (intensidade de luz de cultivo) em BG11-N e BG11-Cu, mas
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menores em BG11-NaCl. Em 96h, sob luz colorida houve ajustes fotossintéticos

significativos, a eficiéncia fotossintética (o) aumentou 1,8x (p <0,001) em luz azul e 1,4x

(p <0,001) em luz verde em relacdo ao controle (BG11-N e luz branca). Também houve

aumento de rETRmax (p < 0,001) em exposicéo a LEDs azuis e verdes. De forma geral,

diferentes qualidades de luz ndo tiveram influéncia significativa em Ik (p = 0,12) e em

Eopt (p = 0,40) dentro de cada meio de cultura.

Para Nostoc sp. ndo houve correlacdo forte de Fo e nem de Fm com 0s pigmentos

dos ficobilissomas (figura 14).
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Figura 14. Matriz de correlagdo para informacdes do cultivo em fase exponencial de
crescimento (48h). Simbolos- FC: Ficocianina; AL: Aloficocianina; FE: Ficoeritrina;
FC+AL+FE = somatoria das ficobiliproteinas; Fo: Fluorescéncia minima em adaptacao
ao escuro; Fm: Fluorescéncia maxima em adaptacdo ao escuro; Fy: Fluorescéncia

variavel em amostras adaptadas ao escuro.
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4. 4 DISCUSSAO

4.4.1 Estudo preliminar: selecao de concentracdes de NaCl e cobre para manipulacéo

bioguimica

As toleréncias distintas para as diferentes cepas de cianobactérias estudadas séo
esperadas, uma vez que se sabe que a sensibilidade para NaCl e cobre varia entre as
espécies (KUMAR; SINGH; PRASAD, 2015; REZAYIAN; NIKNAM; FARAMARZI,
2019) e que estressores ambientais, como excesso de cobre (Silva et al., 2018; Baracho
etal., 2019) e variagédo de pH (KAAMOUSH et al., 2022) podem afetar o crescimento do
fitoplancton. Em um estudo com Nostoc ellipsorum e Nostoc piscinale em diferentes
concentracdes de cloreto de sodio, N. ellipsorum foi mais tolerante ao aumento da
salinidade no meio de cultivo (REZAYIAN; NIKNAM; FARAMARZI, 2019). Em um
outro estudo com 7 espécies de cianobactérias, Anabaena sp. apresentou crescimento
similar ao controle, suportando até 10 g L™* NaCl, porém a concentragdo maxima de NaCl
tolerada por Cylindrospermopsis sp. foi 2 g L™t (MOISANDER; MCCLINTON; PAERL,
2002).

A literatura mostra que os efeitos deletérios do estresse salino sdo resultado do
desequilibrio na homeostase dos ions (BLUMWALD; TEL-OR, 1982), podendo-se
esperar que o custo metabdlico de adaptacéo ao cloreto de s6dio pode resultar em reducéo
das taxas de crescimento (MOISANDER; MCCLINTON; PAERL, 2002). O ion Na*
compete com o0 K™ pela absor¢do na membrana celular diminuindo a presenca do potassio
no citosol (KUMAR; SINGH; PRASAD, 2015), gerando problemas para o equilibrio dos
ions. Vale destacar que em alguns casos 0 aumento da concentracdo de NaCl no meio
pode estimular o crescimento, como observado para Synechococcus sp. em concentracao
de sal de 0,6 g L (VERMA et al., 2019). A geracio de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e estresse oxidativo, como resultado da exposicdo a salinidade pode ocasionar
morte celular (PANDEY; CHATTERJEE, 1999; SINGH et al., 2014; VERMA et al.,
2019).

Nossos resultados confirmam também a toxicidade do cobre em concentragdes
acima de 1,5x10® molL™, o que esta de acordo com a literatura. Sabe-se que dependendo
da concentragéo, o cobre é toxico para cianobactérias (PANDEY; CHATTERJEE, 1999;
WU; CHANG; CHEN, 1995), assim como para o fitoplancton em geral (Lombardi e
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Maldonado, 2011; Baracho et al, 2019). Entretanto, ha relatos de que em baixas doses,
esse metal pode estimular o crescimento, como o observado para Spirulina platensis
(KAAMOUSH et al., 2022) e microalgas Chlorophyta (Silva et al., 2018; Baracho et al.,
2019).

O cobre é um micronutriente essencial para o fitoplancton em geral e, portanto
também para o crescimento de cianobactérias (AHAD; SYIEM, 2018). Nas espécies
estudadas, o EC20 para o metal cobre variou de 10 em S. brasiliense e Nostoc sp. até
10" em Microcystis aeruginosa. Esses valores estdo dentro das concentracdes ambientais
encontradas nos ecossistemas naturais ndo perturbados (DEBELIUS et al., 2009;
GARDNER; DIXON; COMBER, 2000). Assim como em nosso estudo, na cianobactéria
Anacystis nidulans (WU; CHANG; CHEN, 1995) e em Anabaena doliolum (RAI et al.,
1991) foi observado que a inibicdo da taxa de crescimento aumentava conforme o
aumento da concentracdo de cobre no meio de cultivo. A toxicidade do cobre se deve a
sua interferéncia em diversas rotas metabdlicas. SUROSZ; PALINSKA (2004)
mostraram mudancas nas membranas dos tilacdides em Anabaena flosaquae a partir de
5x10° mol L de cobre e DENIZ; SAYGIDEGER; KARAMAN (2011) mostraram
peroxidagao lipidica em Spirulina sp. em concentragdo de 1,6x10° mol L, o que pode
levar a degradacdo de pigmentos fotossintéticos (SEDER-COLOMINA et al., 2013).

Nossos resultados demonstram a especificidade de diferentes espécies a
concentracdo do cobre e do NaCl no meio de cultivo. Com base nesses resultados, a
cianobactéria Nostoc sp. foi selecionada para a etapa de manipula¢do bioquimica, pois
além de suportar os produtos adicionados no meio, esta espécie é pratica no momento de
coleta da biomassa ao final do cultivo, pois forma grumos constituidos de densos
filamentos. Isso resulta em facil separacdo e coleta da biomassa por meio de decantacao
ou centrifugacéo.

4.4.2 Efeito da manipulacéo bioguimica no crescimento e composi¢do de biomoléculas

em Nostoc sp.

Em exposicdo ao Cu (7,6x10® mol L™?) e ao NaCl (3,5 g L™?) a cianobactéria

Nostoc sp. apresentou diminui¢do na taxa de crescimento em comparagao ao controle.

85



Outros estudos relatam resultados similares quanto a reducao da taxa de crescimento na
presenca tanto do NaCl como do cobre. Plectonema boryanum, Hapalosiphon intricatus,
Anabaena doliolum e Oscillatoria acuta apresentaram reducdo ( ~25%) no crescimento
populacional na presenca de NaCl (SINGH et al., 2014). Uma reducao de 45% foi obtida
em Synechococcus sp. 7942 em concentracdes elevadas de sal (VERMA et al., 2019).
Segundo esses autores, o efeito foi proporcional a concentragdo salina no meio de cultura.
O estresse por NaCl pode interferir na atividade da enzima nitrogenase e na fixacéo de
CO», como observado para Anabaena, porém em concentragdo de NaCl 6x maiores do
que a usada neste estudo (MOISANDER; MCCLINTON; PAERL, 2002). Nesse mesmo
trabalho, Cylindrospermopsis apresentou reducdo na fixacdo de nitrogénio em
concentracdo de NaCl apenas 1,4x maior do que o utilizado por nés. Reforcamos que a

sensibilidade ao sal é espécie-especifica.

A adicédo de cobre também afetou o crescimento de Nostoc sp., resultado que esta
de acordo com outros da literatura. Em um estudo com outra espécie de Nostoc AHAD;
SYIEM (2018) observaram que o aumento da concentracdo de cobre resultou em
diminuicdo do crescimento. Apesar disso, 0s autores descrevem que o0 crescimento de
Nostoc foi possivel gracas a ajustes fisioldgicos, como adsorcdo do cobre na parede
celular e acimulo interno. Sabe-se que frente ao estresse pelo aumento de cobre as
cianobactérias podem produzir compostos organicos que reduzem a toxicidade do metal
(KAAMOUSH et al., 2022).

Uma vez que usamos concentrac@es baixas (EC20) dos agentes quimicos, NaCl e
cobre, ajustes metabdlicos podem ter ocorrido e, apesar de menores taxas de crescimento
em culturas expostas aos agentes, o dobro de rendimento de biomassa seca foi obtido na
presenca do NaCl (independentemente da cor de luz). Isso sugere que as células possam
ter acumulado produtos do metabolismo ou aumentado em tamanho. Em similaridade aos
nossos resultados, REZAYIAN; NIKNAM; FARAMARZI (2019) investigaram sobre 0s
efeitos do aumento de salinidade até 250 mM (14 gLt) em Nostoc ellipsosporum e Nostoc
piscinale e observaram, aumento na biomassa seca conforme aumentou a concentragao
salina. Entretanto, os autores ndo concluem sobre o motivo do aumento de biomassa e, de
fato, isto ndo estd claro na literatura. Sabe-se que além de mecanismos ativos de
exportacdo de sais, em cianobactérias também pode ocorrer o acimulo de compostos
osmoprotetores correspondentes ao potencial osmotico do meio circundante
(SCHUBERT; FULDA; HAGEMANN, 1993) e solutos hidrofilicos de baixa massa

86



molecular (ERDMANN; FULDA; HAGEMANN, 1992) podendo influenciar no aumento
da biomassa. Diferente do encontrado em nosso estudo, Nostoc muscorum e Phormidium
foveolarum apresentaram reducdo na biomassa seca produzida com o aumento até 90 mM
(5,2 gL ) de NaCl no meio de cultivo (KUMAR; SINGH; PRASAD, 2015).

Corroborando as curvas de crescimento, onde mostramos que Nostoc sp. foi capaz
de crescer em qualquer uma das cores de luz usadas nesta pesquisa, ap6s as 48h
submetidas as luzes coloridas ndo houve diferenca estatistica (p > 0,057) na biomassa
acumulada nos cultivos. Assim como em nosso estudo, KIM et al. (2014) mostrou que
cianobactéria Synechococcus sp. foi capaz de crescer em luz branca, verde, vermelha e
azul, entretanto diferentemente do que obtivemos, os autores encontraram diferenca
significativa na produgéo de biomassa em LED vermelho e verde.

Os pigmentos fotossintéticos estédo relacionados com o crescimento populacional
e mecanismos de defesa em cianobactérias (PAGELS et al., 2020a). O aumento que
obtivemos de clorofila a e carotenoides em Nostoc sp. sob concentragdes ambientais de
cobre nas primeiras 48h do cultivo difere da literatura. AHAD; SYIEM (2018) mostraram
uma reducdo de 35% no teor de clorofila a em Nostoc muscorum exposta a dose sub-letal
de cobre. Os carotenoides funcionam como sinalizadores e reguladores de muitas vias
biologicas (KAAMOUSH et al., 2022), atuando em situacdes de estresse como captadores
de ROS e protegendo as células de danos oxidativos (KAAMOUSH et al., 2022). Assim,
0 aumento de carotenoides por unidade de biomassa que obtivemos em células expostas
a concentragdes ambientais de cobre pode ter sido ocasionado por um aumento de
sensibilidade da célula a luz devido a um eventual dano oxidativo induzido pelo metal,
ainda que a concentragdo fosse baixa, proxima do EC20. Portanto, expor cianobactérias
a concentracOes tdo baixas de metal (cobre) a ponto de ocasionar um ajuste fisiologico
pode ser uma ferramenta promissora para ganho de carotenoides.

Por outro lado, a adicdo de NaCl no meio de cultivo néo refletiu em ganho na
producéo de clorofila a ou carotenoides em 48h. A mesma observacdo foi descrita no
trabalho de BLUMWALD e TEL-OR (1982) para N. muscorum em baixas concentracfes
de NaCl. Sabe-se que cianobactérias modulam seus atributos fisioldgicos e bioquimicos
em busca de uma tolerancia ao estresse salino (VERMA et al., 2019) e 0 aumento de
biomoléculas é relatado na literatura, em geral, para salinidades mais elevadas
(REZAYIAN; NIKNAM; FARAMARZI, 2019). Em outros estudos, as espécies Nostoc
muscorum e Phormidium foveolarum apresentaram reducgéo na producéo de clorofila a

por unidade de biomassa com o aumento de cloreto de sddio (KUMAR; SINGH;
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PRASAD, 2015); o mesmo foi observado para Synechocystis com o0 aumento da
salinidade no meio (SCHUBERT; FULDA; HAGEMANN, 1993). Diferente do
encontrado em nosso estudo, SINGH et al. (2014) mostrou redugdo drastica de
carotenoides em 4 espécies de cianobactérias, porém em concentracdes de NaCl 4x
maiores que as utilizadas nesta pesquisa.

Processos de biomanipulagéo por adi¢cdo de compostos quimicos sdo uma &rea em
expansao. Reforcamos que para a manipulagéo bioquimica por cobre j& nas 48h iniciais
(luz branca) pode ser uma ferramenta mais adequada em comparacdo ao NaCl para o
aumento do rendimento de clorofila a e carotenoides por unidade de biomassa, uma vez
que este metal resultou em ganho na producdo dessas duas biomoléculas, funcionando
como um estimulo.

Em 96h de cultivo, de forma geral nossos resultados indicam que modulacdo na
concentracdo de clorofila a e carotenoide parece ndo ser um mecanismo de ajuste para
mudancas na qualidade de luz para essa cepa de Nostoc sp., como € confirmado por outros
estudos. TANDEAU DE MARSAC (1977) ndo observou diferenca na producdo de
clorofila a em 44 cepas de cianobactérias expostas a luz verde, vermelha ou branca. Em
luz branca e azul, Arthrospira platensis apresentou similar concentracdo de clorofila a
(ZITTELLI et al., 2022). A resposta dos pigmentos a diferentes qualidades de luz vem
sendo reportada como espécie-especifica e relacionada com o tipo de pigmento presente
no aparato fotossintético (BRYANT; COHEN-BAZIRE, 1981; TANDEAU DE
MARSAC, 1977). Para Synechococcus sp., apds 8 dias de exposicdo a diferentes
qualidades de luz, houve um aumento da producéo de clorofila a e ficobiliproteinas sob
luz verde e azul em comparagdo com as cores branca e vermelha (KIM et al., 2014).

As ficobiliproteinas sdo pigmentos aderidos as lamelas fotossintéticas de
cianobactérias e fazem parte dos ficobilissomas, que tem por funcéo a captacdo de energia
luminosa. Seus componentes mais importantes sdo a ficocianina, ficoeritrina e
aloficocianina (REZAYIAN; NIKNAM; FARAMARZI, 2019). Neste estudo, a
composicdo de pigmentos dos ficobilissomas em Nostoc sp. foi modificada frente aos
diferentes estimulos aplicados. O aumento de aloficocianina (p = 0,02) e ficoeritrina (p =
0,04) em 48h de cultivo mediante adi¢do de NaCl (3,5 g L™*) em comparagéo ao BG11-N
e BG11-Cu esta de acordo com outros estudos. REZAYIAN; NIKNAM; FARAMARZI,
(2019) mostraram que em baixas concentracdes de NaCl ( ~3 g L), duas espécies de
Nostoc apresentaram ganho significativo nos teores de aloficocianina, ficocianina e

ficoeritrina. Em um estudo com Synechocystis a adicdo de cloreto de sddio resultou em

88



maior espectro de emissdo em 660 nm referente ao pigmento aloficocianina
(SCHUBERT; HAGEMANN, 1990). Sabe-se que a presenca de NaCl pode resultar em
aumento de espécies reativas de oxigénio em resposta ao estresse oxidativo e, como as
ficobiliproteinas séo um mecanismo de defesa frente a esse tipo de estresse (REZAYIAN;
NIKNAM; FARAMARZI, 2019; VERMA et al., 2019), sugerimos que o0 aumento das
ficobiliproteinas possa ter funcionado como um mecanismo de defesa inicial para
combater o estresse salino. Inicial pois foi uma resposta que ndo perdurou nas 96h de
cultivo, mas sim em 48h. Em seu estudo, BLUMWALD e TEL-OR (1982) observaram
também uma reducdo drastica de ficocianina em Nostoc muscorum e SCHUBERT;
FULDA; HAGEMANN (1993) em Synechocystis sp., ambos com o aumento da
salinidade.

Em meio BG11-Cu nédo houve diferenca significativa (p > 0,3) na producédo de
ficobiliproteinas em comparacdo ao BG11-N nas primeiras 48 h. Nossos resultados
sugerem que Nostoc sp. respondeu de maneira diferente ao estresse por cobre e sal. Frente
ao aumento de cobre no meio de cultura clorofila a e carotenoides foram o mecanismo de
defesa. Em contrapartida, com a adi¢do de NaCl houve a manutencdo da propor¢do de
clorofila a e carotenoides e um aumento de ficoeritrina e aloficocianina, mesmo efeito
observado em SCHUBERT e HAGEMANN (1990). Esses resultados reforcam a
importancia do conhecimento da finalidade da biomassa desejada, a fim de selecionar o
melhor estimulo quimico para a manipulacéo.

Nosso estudo mostrou que cores de luz ndo resultaram em alteracdes significativas
(p > 0,05) na producéo de ficobiliproteinas em relacdo ao controle. Sabe-se que somente
algumas cianobactérias podem realizar adaptacdo cromética complementar quando
expostas a diferentes comprimentos de onda (BRYANT, 1981; DIAKOFF; SCHEIBE,
1973; GAN; BRYANT, 2015; TANDEAU DE MARSAC, 1977). TANDEAU DE
MARSAC (1977) acompanhou a producdo de ficobiliproteinas em 44 cepas de
cianobactérias em exposicdo a luz verde, vermelha e branca. Destas, apenas 32 delas
alteraram a composicdo das ficobiliproteinas com a mudanca da qualidade da luz,
sugerindo uma aclimatacdo cromatica. ZITTELLI et al. (2022) mostraram que
Arthrospira maxima teve mesma producgéo de ficocianina em diferentes qualidades de
luz. E sabido que dentre as diferentes qualidades de luz de cultivo, a luz azul resulta em
um desequilibrio na absor¢éo de energia entre o PSIl e PSI (LUIMSTRA et al., 2018) e,
aumento de ficocianina tem sido proposto como um mecanismo de defesa (ZITTELLI et

al., 2022), o que ndo se comprovou com nossos resultados. Sugerimos que o0 aumento de
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ficocianina pode ser um efeito espécie-especifico sem descartar a possibilidade de que a
manutencdo da intensidade luminosa independentemente da cor de luz possa ter
contribuido para a resposta que obtivemos.

Chama a atencéo nesta pesquisa a drastica reducdo de todas as biomoléculas,
lipidios, proteinas e carboidratos, na presenca do NaCl, seja considerando as primeiras
48h de cultivo ou em 96h sob luz colorida. Tal reducdo de biomoléculas pode estar
relacionada com reducdo na divisdo celular, confirmada pela diminui¢cdo na taxa de
crescimento em 48h. Similar ao nosso estudo, RAI et al. (1991) obtiveram reducdo do
teor de proteinas e carboidratos em Anabaena doliolum exposta ao cobre em concentracéo
de 7,6x10° molL™t. Investigando 4 cianobactérias em exposicdo ao NaCl em
concentracio de até 23 g L™, SINGH et al. (2014) também obtiveram reducdo na
producdo de proteinas. Sabe-se que o estresse salino resulta em maior concentracdo de
ROS (KUMAR; SINGH; PRASAD, 2015) e ajustes da composi¢do bioquimica como
uma forma de protecdo podem ser obtidos (DIAZ-MACADOO; MATA; RIQUELME,
2022). Diferentemente das proteinas, os carboidratos podem estar diretamente
relacionados com alteracGes fotossintéticas, como reportado na literatura (PARK; DINH,
2019; YE; GAO, 2004). Isso teria impacto significativo na producdo dessa biomolécula
(carboidratos). Em adigdo, o estresse salino pode aumentar as taxas de respiracao
(ERDMANN; FULDA; HAGEMANN, 1992; SCHUBERT; HAGEMANN, 1990)
reduzindo pela via catabdlica a quantidade de carboidratos. Sugerimos, que durante o
processo de adaptacdo frente ao estresse salino e por cobre Nostoc sp. investiu em
biomoléculas especificas, no caso clorofila a, carotenoides e ficobiliproteinas.
Diferentemente de nossos resultados, em exposicdo ao aumento de salinidade
Synechococcus sp. apresentou aumento na producéo de lipidios ja a partir de 3 g L™ de
NaCl. Entretanto, no geral, a reducdo de lipidios € um resultado esperado, pois sabe-se
que o aumento de metal ou sal no meio de cultura pode resultar em aumento de ROS e
promover a peroxidacédo lipidica em cianobactérias (KARIMI et al., 2017; SHAMIM et
al., 2022).

Os efeitos de cores de luz na composigédo de biomoléculas (proteinas, carboidratos
e lipidios) em cianobactérias é ainda objeto de intensa pesquisa e ndo se tem total
entendimento dos processos. Grande variacdo de respostas € observada (RAI et al., 1991;
KARIMI et al., 2017; SHAMIM et al., 2022) o que pode ser devido ao fator espécie-
especifico, mas também as variagdes nas condic¢des de cultivo, como intensidade e fonte

de luz, condigdes nutritivas, dentre outras. Por exemplo, ora a literatura reporta nenhuma
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acao da cor de luz em carboidratos (PRATES et al., 2018), ora o inverso (MARKOU,
2014; PAGELS et al., 2020b).

Em relagdo a producéo de polihidroxialcanoatos (PHA) a variacéo que obtivemos
para Nostoc sp., de 0,84% até 4,3%, sem efeitos em relacdo a exposicdo ao NaCl ou ao
cobre, concorda com os poucos resultados no assunto que encontramos na literatura. Em
um estudo de prospeccdo, em Nostoc commune ndo foi identificada producéo de PHA,
mas Nostoc linckia mostrou producgao de 3% PHA ao final (BHATI et al., 2010). N&o
encontramos trabalhos de manipulacdo do teor de PHA em cianobactérias para metal, mas
é sabido que estresse por NaCl tende a impactar os teores de PHA. A cianobactéria Nostoc
muscorum apresentou reducdo na porcentagem de PHA em concentracdes de NaCl acima
de 1,5 g LT (ANSARI; FATMA, 2016).

Sabe-se gque cianobactérias sdo produtoras de PHA, que gracgas as propriedades
termoplasticas similares ao polipropileno (LOWE et al., 2017) podem ser utilizados para
a producdo de bioplasticos. Entretanto, a maior producdo de PHA é registrada em
bactérias heterotroficas (SUDESH; TAGUCHI; DOI, 2002). PHAs séo poliésteres de
reserva e acumulados em situacdes adversas (HONG et al., 2021; SHRIVASTAYV;
MISHRA; MISHRA, 2010), por isso a manipulacdo pode ser uma maneira de aumentar
sua producdo. A via metabolica desse biopolimero parece ser regulada pela irradiancia do
cultivo, como demonstrado para Nostoc muscorum de acordo com o0s resultados
apresentados em ANSARI; FATMA (2016). Esses autores observaram que o regime de
claro:escuro interfere na producdo de PHA. Neste estudo, observamos que o comprimento
de onda verde estimulou a producdo de PHA, com quase o dobro em BG11-NaCl
comparando-se ao controle. Com resultado promissor, este é o primeiro estudo de que
temos conhecimento que mostra efeitos de manipulacdo por diferentes qualidades de luz
na producdo de PHA em cianobactéria. Nossa proposta de manipulacdo de PHA por
diferentes qualidades de luz € ainda recente e carece de trabalhos na literatura para
comparacdo. Grande parte dos trabalhos de manipulacdo bioquimica visando ganho no
teor de PHA se utiliza de deplecdo de nutrientes, como nitrogénio e fosforo (ANSARI;
FATMA, 2016). Em deplecdo de nitrogénio em combinagdo com cloreto de sodio a
cianobactéria Spirulina subsalsa apresentou aumento de ~1,3x (menor que 0 n0ss0) no
teor de PHA (SHRIVASTAV; MISHRA; MISHRA, 2010). Sugerimos, que assim como

ocorre em deplecdo de nitrogénio, a luz verde resultou em problemas nos processos de
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divisdo celular (menor crescimento) e consequente direcionamento de energia para a
sintese de reserva energética (PHA).

Em situacOes de estresse oxidativo as cianobactérias podem expressar moléculas
com capacidade antioxidante (REZAYIAN; NIKNAM; FARAMARZI, 2019). O
destaque que obtivemos quanto a capacidade antioxidante para luz vermelha e verde em
BG11-N (96h de cultivo) encontra-se em acordo com dados da literatura. Para a
cianobactéria Cyanobium houve um aumento de 1,7x na capacidade antioxidante Trolox
equivalente também em exposicdo a luz vermelha em extratos de acetona e aquoso
(PAGELS et al., 2020a). Em geral, a literatura mostra que atividade antioxidante pode ser
aumentada mediante inducdo de estresse, uma vez que ela se caracteriza como resposta a
situacdo adversa (SINGH et al., 2014; BLAGOJEVIC et al., 2018; CHAKRABORTY;
MISHRA, 2020; DIAZ-MACADOO; MATA; RIQUELME, 2022). SINGH et al. (2014)
mostraram aumento de atividade antioxidante para 4 espécies de cianobactérias mantidas
em concentragdes NaCl 1,6x maiores do que a utilizada nesta pesquisa, mas as custas de
drastica redugdo na taxa de crescimento, inviabilizando industrialmente o processo.
Destacamos que variacdo na atividade antioxidante DPPH frente as variacbes ambientais
s&o especificas de cada espécie, como mostrado em BLAGOJEVIC et al. (2018), no qual
de 10 cepas investigadas (deplecdo de nitrogénio), apenas uma (Nostoc 2S9B) mostrou
aumento de atividade DPPH.

Os compostos fendlicos sdo antioxidantes ndo-enzimaticos (KARIMI et al., 2017;
SHAMIM et al., 2022) e sua producio ¢ espécie-especifica (BLAGOJEVIC et al., 2018).
A manutencdo de compostos fenolicos em 48h na presenca do NaCl esta de acordo com
KARIMI et al. (2017). Esses autores mostraram que Anabaena sp. exposta ao cloreto de
sodio ndo resultou em aumento de compostos fenolicos e mais, levou a reducdo da taxa
de crescimento e proteinas. Segundo os autores em algumas cianobactérias a excre¢édo de
ions orgéanicos do citosol seria a maneira de equilibrar o potencial osmético promovido
pelo aumento de NaCl e ndo o aumento de compostos antioxidantes. N&o encontramos
estudos sobre compostos fendlicos na presenga de excesso de cobre, mas nossos
resultados concordam com os de SHAMIM et al. (2022) quanto a presenca de aluminio.
Os autores mostraram que baixas concentracGes do metal foram incapazes de qualquer
estimulo na sintese/acimulo de compostos fenolicos em Nostoc muscorum, Scytonema
sp., Cylindrospermum sp. e Anabaena sp. Entretanto, CHAKRABORTY; MISHRA
(2020) mostraram que concentragdes elevadas de zinco aumentaram em 25% o teor de

fenois totais em Anabaena doliolum e 12,6% em Anabaena oryzae.
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Sugerimos que a constancia da atividade DPPH e dos compostos fenolicos frente
ao aumento de cobre e sal, nas 48 h iniciais, se deve ao fato de termos selecionado
concentracgdes relativamente baixas tanto do NaCl como do cobre para reduzir o impacto
sobre a taxa de crescimento e assim gerar biomassa rica nesses produtos. Reside aqui a
importancia de uma segunda alteracdo das condicdes de cultivo, como a exposic¢éo a

diferentes cores de luz.

Neste estudo, o aumento de atividade antioxidante e compostos fendlicos
mediante exposicdo as diferentes cores de luz em BG11-N, sugere efeito decisivo do
estimulo fisico (e ndo quimico). O aumento de compostos fendlicos (este estudo, luz azul)
é de interesse farmacoldgico, pois essas moléculas apresentam funcgdo antioxidante, anti-
inflamatdéria e antimicrobiana (KEPEKCI; SAYGIDEGER, 2012) e, nas células
combatem o estresse oxidativo. A luz tem um efeito particularmente forte no metabolismo
fendlico (GRACE; LOGAN, 2000; MOLE; ROSS; WATERMAN, 1988). Em S.
platensis maior atividade antioxidante e compostos fendlicos foram detectados em
culturas cultivadas em 120 umol photons m 2 st e menor em 40 umol photons m 2 s%
(KEPEKCI; SAYGIDEGER, 2012). Segundo os autores, o aumento de fendis e atividade
antioxidante ocorreu em decorréncia do aumento de ROS observado em altas intensidades
luminosas. E proposto que a sintese de compostos fenélicos pode aliviar o desbalanco
energético em situacdo de desequilibrio fotossintético, como problemas no transporte de
elétrons (GRACE; LOGAN, 2000). Segundo esses autores os produtos fendlicos atuam
como doadores de hidrogénio, combatendo o estresse oxidativo e dissipando energia
fotoquimica. Sabe-se que no comprimento de onda azul pode ter ocorrido um
desequilibrio na excitacdo de PSIlI e PSI (LUIMSTRA et al., 2018), pois apesar de
mantermos a intensidade similar ao Ik, os fétons de cor azul carregam mais energia do
que os das outras cores. Trata-se de um comprimento de onda mais curto e, portanto, mais

energético.

A composicdo elementar que obtivemos para Nostoc sp., estd dentro do esperado
para cianobactérias (XIA et al., 2016); SATPATI; PAL 2021), uma vez que de acordo
com ARIF et al. (2021) ela pode ser variavel. Destaca-se o elevado percentual de enxofre
em Nostoc sp., cerca de 40x superior ao relatado em SATPATI; PAL (2021), que obteve
0,4% S analisando a composi¢do elementar de Leptolyngbya sp. XIA et al. (2016) obteve valores
ligeiramente maiores para Arthrospira platensis (%C 53,5; %H 7,3; %N 12,1), mas néo reportou

sobre enxofre. Sabe-se que 0 enxofre tem importancia para a producdo de compostos
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organicos como proteinas, coenzima A e as vitaminas tiamina e biotina (RENDON-
CASTRILLON etal., 2021). Em relagdo a %N, Nostoc sp. (10%, neste estudo) aproxima-
se de Arthrospira platensis, com %N 12,1, sendo comercializada para finalidade
alimentar devido, dentre outras coisas, ser rica fonte de proteinas veganas. Além disso,
altas concentracfes de nitrogénio indicam uma boa candidata para utilizacdo como
biofertilizante e suplemento alimentar (MAURYA et al., 2016).

A fixacdo de CO: e de nitrogénio estdo interligadas e a manutencéo da homeostase
C/IN é essencial para o bom funcionamento de organismos autotréficos
(FORCHHAMMER; SELIM, 2019). A constancia da relacdo C/N para Nostoc sp. neste
estudo sugere o equilibrio homeostatico mesmo frente ao NaCl, cobre e luzes coloridas.
Sabe-se que mudancas na razdo C/N indicam situacOes de estresse, como relatado na
literatura para Chlorella sp. (RENDON-CASTRILLON et al., 2021).

Deste estudo de manipulacdo bioquimica, no qual usamos valores de EC20 NaCl
(3,5 g L) e EC20 cobre (7,6x10® mol L), além de exposicdo as luzes de cor azul,
vermelha e verde, mostramos grande plasticidade fisioldgica da cianobactéria Nostoc sp.
Obtivemos que Nostoc sp. possui como principal mecanismo de defesa ao NaCl e ao
cobre, a producdo de pigmentos com capacidade antioxidante. Destacamos que em
concentracdes de cobre tdo baixas quanto 7,6x10® mol L™ ja foi possivel o ganho no
rendimento de clorofila a e carotenoides e, em 3,5 g L™ de NaCl o ganho no teor de
ficobiliproteinas. Entretanto, a presenca do cloreto de sodio levou a reducdo de
carboidratos totais, proteinas totais e lipidios totais em Nostoc sp. Na presenca dos agentes
quimicos no meio de cultivo, cobre e NaCl, as diferentes cores de luz ndo exerceram
efeito no acimulo dessas biomoléculas. Entretanto, as diferentes cores de luz foram
importantes no tratamento controle, resultando em aumento na atividade antioxidante e
producdo de compostos fenolicos. Luz vermelha e verde promoveram maior atividade
antioxidante DPPH e luz azul maior producdo de compostos fendlicos por unidade de
biomassa. Assim, esta pesquisa vem agregar informacGes a Ecofisiologia de

cianobactérias, contribuindo também com a biotecnologia.

4.4.3 Efeito da manipulacéo bioquimica na fotossintese em Nostoc sp. com enfoque em

curvas rapidas de luz
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Sabe-se que fatores ambientais como temperatura, irradiancia, qualidade de luz,
salinidade e metais podem afetar a fotossintese em cianobactérias e outros organismos do
fitoplancton (KIM et al., 2014; SUDHIR et al., 2005). O uso da fluorescéncia da clorofila
a para inferir sobre as respostas dos organismos fotossintéticos frente a estresse ambiental
é uma ferramenta de ampla utilizacdo (VONSHAK; TORZILLO; TOMASELI, 1994) e
é ndo invasiva, refletindo a distribuicdo da energia luminosa entre processos fotoquimicos
e ndo fotoquimicos (CASTRO-VARELA et al., 2021).

Os valores de ®wv obtidos neste estudo estdo dentro dos encontrados para Spirulina
(0,35 —0,55) como reportado em VONSHAK, TORZILLO e TOMASELI (1994). Esses
valores sdo menores do que os relatados para microalgas verdes saudaveis
(MASOJIDEK; VONSHAK; TORZILLO, 2010). Isso é consequéncia do acoplamento
entre a cadeia de transporte de elétrons fotossintética e respiratdria, que resulta em
oxidacao parcial (ndo totalmente oxidados) dos centros de reacdo no escuro (ACUNA et
al., 2015; DOMINY; WILLIAMS, 1987), além da influéncia das ficobiliproteinas nas
fluorescéncias fotossintéticas de cianobactérias (ACUNA et al., 2015; CAMPBELL et
al., 1998; LU; VONSHAK, 2002).

A similaridade dos valores entre tratamentos e controle obtidos neste estudo nas
48h iniciais sugere que os rendimentos quanticos ndo sao 0s primeiros parametros a serem
afetados, mas sim a composicdo bioguimica e a taxa de crescimento. De fato, resultado
similar foi mostrado para outros grupos de microalgas (LOMBARDI; MALDONADO,
2011; BARACHO; SILVA; LOMBARDI, 2019). A reducédo de rendimentos quanticos,
principalmente os rendimentos maximos, exige estresse ambiental mais intenso para
serem detectados (PARK; DINH, 2019) do que os que foram usados neste estudo, ainda
que no caso do cobre, a taxa de crescimento tenha sofrido uma reducao de 29% e no caso
do NaCl de 48%. A manuten¢do do rendimento quantico maximo é resultado de ajustes
de algumas vias metabdlicas e, em estresse salino sabe-se que pode ocorrer um aumento
da atividade do PSI e do nimero de centros de reacdo com P700 devido a necessidade da
manutencdo do pool de ATP via fosforilacdo ciclica para extrusdo de Na* do citoplasma
(SUDHIR et al., 2005). Além disso, em nosso estudo, em BG11-NaCl houve um estimulo
na producdo de ficobiliproteinas nas 48 h iniciais de cultivo. Desse modo, podemos
sugerir que a manutencdo de ®m em exposi¢do ao NaCl pode ter sido resultado desse
ajuste fisiologico, ja que esses pigmentos participam da coleta de luz e transferéncia de
energia absorvida, sendo essencial para o transporte de elétrons (SUDHIR et al., 2005).
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Considerando as diferentes cores de luz, diferentes respostas de ®wve ®’m foram
obtidas. Os maiores valores que detectamos de ®v deram-se em exposicao a luz azul e
vermelha, o que pode indicar maior eficiéncia de utilizagdo de luz e maior capacidade de
adaptacdo a condicdes de pouca luz (PARK; DINH, 2019). Portanto, esse maior valor em
luz azul pode estar relacionado com uma compensacédo do desbalango energético causado
entre o PSIl e PSI nesse comprimento de onda (LUIMSTRA et al.,, 2018). Em
similaridade com este estudo, Arthrospira platensis apresentou maior rendimento
quantico maximo em exposicdo a luz azul (ZITTELLI et al., 2022). Arthrospira maxima
cultivada em 120 pumol fétons m? s em luz azul, verde, vermelha e branca também
apresentou maiores valores de ®v e ®’vem exposicao a luz azul (PARK; DINH, 2019).
Por ser considerado um mecanismo compensatorio do desbalango energético entre o PSII
e PSI, o aumento de rendimento quantico maximo e efetivo em luz azul ndo se refletiu
em maior producdo de biomassa, como seria esperado. A auséncia de correlacdo entre
ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina nas condigdes estudadas e nem da razédo
ficobiliproteinas/clorofila a com as fluorescéncias Fo e Fm sugere que 0s menores valores
de rendimentos quanticos possam ter sido influenciados pelo compartilhamento do pool

da plastoquinona e do complexo do citocromo b6f como proposto em VERMAAS (2015).

As respostas fisioldgicas ndo dependem apenas da irradiancia incidente, mas sim
da capacidade de absorcéo e utilizacdo dessa energia (CELIS-PLA et al., 2021). Apesar
de maiores rendimentos quanticos fotossintéticos terem sido encontrados em luz azul,
observamos que ndo houve um maior direcionamento para a etapa fotoquimica nesses
tratamentos. Sob luz azul e vermelha houve uma reducéo de 1,3x e 2x, respectivamente,
em P em relacdo ao controle. Sabe-se que gP esta relacionada com o estado redox do Qa
e sua diminuicdo é um sinal de mal funcionamento do PSII. Segundo LUIMSTRA et al.
(2018), cianobactérias em exposicdo a luz azul absorvem energia em propor¢do
semelhante aos comprimentos de onda longos, entretanto usa essa energia absorvida de

forma menos eficiente para a fotossintese e crescimento.

Segundo ZITTELLI et al. (2022), a luz azul cria um desequilibrio entre os
fotossistemas e, como o PSI contém mais clorofila a do que PSII, a maior absorcéo de
fotons azul ocorre no PSI, resultando em uma deficiéncia no PSIl (LUIMSTRA et al.,
2018; ZITTELLI et al., 2022). Esse desbalanco acaba por suprimir o transporte linear de
elétrons do PSIl ao PSI (LUIMSTRA et al., 2018).
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As curvas rapidas de luz permitem avaliar ajustes no funcionamento do aparato
fotossintético com o aumento da intensidade luminosa. S8o bastante sensiveis as
variacbes ambientais e envolvem mecanismos de fotoprotecdo e fotoinibigcdo
(SCHREIBER et al., 1997). A falta de influéncia do cobre e do NaCl nas RLC em 48h
sugere que as concentracdes usadas ndo ocasionaram danos no aparato fotossintético,
como corroborado por ®m, ®’m, qP e RLC. Porém, quando os cultivos foram expostos as
luzes coloridas, foram obtidas diferentes respostas indicando ajustes do aparato
fotossintético, exceto na presenca do cobre. No cultivo BG11-Cu parece ter havido uma
reducdo da capacidade de resposta de Nostoc sp. em relacdo a taxa de transporte de
elétrons para as cores verde e vermelha. Nessas condi¢cBes Nostoc sp. ndo foi capaz de
realizar ajustes no aparato fotossintético para lidar com o efeito dessas luzes.

A maior taxa de transporte de elétrons relativa maxima (rETRmax) obtida nos
cultivos de Nostoc sp expostos a cor azul esta de acordo com o que se tem na literatura.
Nossos resultados sdo corroborados pelos observados para Arthrospira maxima em
PARK e DINH (2019). Esses autores mostraram valores significativamente maiores da
rETRmax SOb luz azul em comparacdo a luz vermelha e branca, enquanto a luz verde
produziu rETRmax intermediaria. Destacamos que no estudo de PARK e DINH (2019), o
aumento da rETRmax pode ter sido um reflexo do aumento do tamanho da antena do PSII
ja que os autores observaram um aumento da producéo de ficobiliproteinas em exposicao
a LED azul. Entretanto, em nosso estudo ndo observamos esse aumento e, portanto, néo
foi necessario Nostoc sp. aumentar a producdo de ficobiliproteinas para resultar em maior
rETRmax. N0sso FBR € iluminado internamente e a irradiancia de cultivo (1k), ajustada
diariamente, ndo sofreu alteracdo com o aumento da densidade populacional como em
cultivos tradicionais. Assim, as ficobiliproteinas presentes em Nostoc sp. ja estavam
expostas a intensidade luminosa que fornecesse energia suficiente para aumentar a taxa
de transporte de elétrons. Aqui novamente, 0 aumento desses parametros fotossintéticos
ndo se refletiu em maior crescimento e acumulo de biomassa, indicando que o
metabolismo fotossintético poderia estar comprometido nesse comprimento de onda.
Além disso, destacamos que a fotossintese € apenas um dos processos que afetam as taxas
de crescimento, podendo outros processos serem limitantes (PARK; DINH, 2019). Sob
luz azul Nostoc sp. parece priorizar moléculas relacionadas com atividade antioxidante

ao invés de moléculas relacionadas com a divisao celular.
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A maior eficiéncia de absor¢do de luz, representada pelo o, em exposicao a luz
azul, sequida da luz verde, reflete aclimatacéo do aparato fotossintético (MASOJIDEK;
VONSHAK; TORZILLO, 2010). KIM et al. (2014) avaliaram o efeito de diferentes
qualidades de luz na expressdo de genes relacionados a fotossintese, como 0s que
codificam proteinas envolvidas na sintese de ficobiliproteinas e componentes do PSII e
PSI. Eles demonstraram que comprimentos de onda curtos (azul e verde) estimulam a
producdo de genes da biossintese de ficobiliproteinas e PSIl em Synechococcus sp. Essa

maior expressao pode ter influenciado em maiores rETRmax € o.

Os valores de Ik estdo relacionados com a dissipacédo de energia, onde gP domina
abaixo e no entorno de Ik (HENLEY, 1993). A reducéo do valor de Ik obtida na presenca
do NaCl indica que as células de Nostoc se tornaram mais sensiveis ao aumento da
intensidade luminosa, o que pode justificar o menor crescimento populacional observado
nessa condicdo. A maior reducdo no crescimento populacional foi justamente em
exposicdo ao NaCl. Células expostas ao NaCl apresentaram Ik de 160 pumol fotons m=2 s

! valor abaixo daquele usado no cultivo, podendo ter resultado em fotoinibigéo.

Com comportamento similar ao Ik, Eopt sem variacdo mesmo em exposi¢do as
diferentes cores de luz sugere que ndo houve inducédo de fotossensibilidade. Na literatura
ndo encontramos trabalhos que avaliem o efeito de diferentes qualidades de luz nos
valores de Ik e Eopt em cianobactérias. Porém, sabe-se que frente as modificacdes
ambientais ocorrem adaptacGes nesses parametros. Em um estudo com microalgas verdes
e cianobactérias foram observadas mudancas em Eopt em resposta a variacdo de
temperatura (TALBOT et al., 1991). Temperatura também resultou em ajustes de Eopt
em Cosmarium subprotumidum, Selenastrum minutum e Coelastrum microporum f.
astroidea (BOUTERFAS; BELKOURA; DAUTA, 2002). Pontuamos que segundo
RITCHIE (2008), algumas cianobactérias sdo capazes de minimizar a fotoinibigdo em
altas intensidades luminosas, o que pode justificar a manutencéo de Ik e Eopt mesmo com

alteraces em rETRmax € a.

Deste estudo podemos concluir que os parametros fotossintéticos foram
seletivamente afetados pela manipulacdo bioquimica. O rendimento quantico maximo e
efetivo, eficiéncia de captura de luz e rETRmax mantiveram-se constantes entre 0s
diferentes tratamentos em 48 h de cultivo. Em relacdo aos parametros da RLC, somente
Ik e Eopt foram menores com a adi¢do de NaCl. Frente a diferentes qualidades de luz a
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resposta fotossintética apresentou ajustes. Luz azul e verde resultaram em maiores

rendimentos quanticos maximo e efetivo e maior eficiéncia de captura de luz e rETRmax.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A prospeccao realizada neste trabalho evidenciou as diferencas fisioldgicas, na
composicdo bioguimica e fotossintética, entre diferentes espécies de cianobactérias.
Nossos resultados confirmam que as respostas sdo em sua maioria espécie-especificas
mesmo em condigdes de cultivo similares. Além disso, demonstramos a importancia de
se definir a finalidade da biomassa desejada para selecionar o organismo ideal para o

cultivo.

Espécies como Geitlerinema unigranulatum apresentaram altos teores de
proteinas, Microcystis navacekii de carboidratos e Phormidium sp. de lipidios. Outras
cepas se destacaram na producdo de PHA, como Nostoc sp., ou atividade antioxidante,

Aphanocapsa holsatica.

Além disso, demonstramos que é possivel manipular a composic¢édo bioquimica de
cianobactérias a partir de alteracdes quimicas e fisicas do meio de cultura. Nostoc sp.
apresentou, por exemplo, aumento na producéo de ficobiliproteinas em adi¢do de NaCl e
aumento de clorofila a e carotenoides em exposicdo ao excesso de cobre. Para estresse
quimico pontuamos que para maior rendimento de biomoléculas talvez sejam necessarias
concentracdes mais altas de cloreto de sddio e cobre, pois as cianobactérias parecem ter

mecanismos robustos de resiliéncia a variacdo nas condi¢cdes ambientais.

O efeito da cor de luz para Nostoc sp. foi mais evidenciado nos parametros
fotossintéticos, na producdo de compostos fenolicos e atividade antioxidante DPPH, e

ndo em pigmentos, proteinas, carboidratos e lipidios.

Estes resultados ressaltam o valor da prospeccdo para o entendimento fisioldgico
e fotossintético de cianobactérias, tanto para a ecologia quanto para a biotecnologia.
Contribuimos aqui para aumentar a diversidade de espécies que possam ser utilizadas em
cultivos voltados para escala industrial e em sincronia com o combate as mudancas

climéticas por meio da assimilacdo do carbono atmosférico.
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