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RESUMO

As cianobactérias t€ém em sua composi¢do diversos pigmentos (e. g. carotenoides,
ficobiliproteinas e compostos fotoprotetores) com diferentes aplicagdes nas industrias
alimenticia, cosmética e farmacéutica. Estes microrganismos podem ser encontrados nos mais
diversos ambientes e a Mata Atlantica do sul baiano apresenta condi¢des de suporte a uma
biodiversidade com potencial para produgao de pigmentos ainda nao caracterizados. Desta
forma, a pesquisa teve como objetivo selecionar cianobactérias isoladas em acgudes inseridos
em area preservada de Mata Atlantica no sul baiano, com base na producao de biomassa e
pigmentos. Para tal, apds cadastro de acesso no SISGEN, realizou-se o isolamento por pescaria
e esgotamento em meio BG-11 e ASM-1 a partir de trés amostras de trés acudes. As cepas foram
identificadas a nivel de género baseando-se na morfologia e cultivadas por 14 dias em 300 mL
dos respectivos meios, sob iluminacdo constante de 15 umol-m2-s™! e iluminagdo UVA/UVB
durante 2 h-d'. Monitorou-se o crescimento pela quantificacio de clorofila a via
espectrofotometria a cada dois dias. Ao término do cultivo, extraiu-se os pigmentos com
solventes (acetato de etila para apolares e PBS para ficobiliproteinas) e detectados via
espectrofotometria. A selecdo foi feita com base na concentragdo de pigmentos e acumulo de
biomassa. Os isolados selecionados foram cultivados em fotobiorreator bubble column, além
de terem o gene 16S parcialmente sequenciado. Doravante, avaliou-se a influéncia da cor da
luz e da intensidade luminosa sobre a producdo de ficobiliproteinas das cepas selecionadas,
além da purificagdo por FPLC de troca i6nica e caracterizagdo parcial por SDS-PAGE da
ficoeritrina. Ao todo, foram isoladas 17 cianobactérias pertencentes as ordens Synechococcales
(02) e Oscillatoriales (15), distribuidas em oito géneros. Em todas as cepas foram detectados
carotenoides (maximo de 0,387 mg-g!) e ficobiliproteinas (maximo de 84,64 mg-g?), ja
escitoneminas foram detectadas em 4 cepas em concentracdo inferior a 0,1 mg-g'. Foram
selecionadas duas cepas: Phormidesmis sp. F2 e Leptolyngbya sp.5 B1. A cepa F2 apresentou
acimulo de biomassa seca de 1,35 + 0,08 g-L!, 66,71 + 2,78 mg-g™! de ficocianina e 17,93 +
2,05 mg-g! de aloficocianina. Em Leptolyngbya sp.5 B1 foi detectada concentracdo maxima de
ficoeritrina de 48,88 + 5,00 mg-g’l. Em fotobiorreator, F2 apresentou produtividades de
biomassa e ficocianina de 0,14 g-L'-d! e 8,62 = 0,34 mgpc-L!-d!, respectivamente.
Leptolyngbya sp.5 Bl apresentou produtividades de biomassa e ficoeritrina de 0,13 g-L!-d"! e
6,99 + 0,49 mgpp-L!-d"!, respectivamente. O cultivo da cepa B1 sob luz verde e intensidade
luminosa de 25 umol-m™-s! resultou em 8,30 mgpe-L!-d"!, valor 70% maior que a mesma
intensidade em luz branca. Ja para a cepa F2, a maior produtividade se deu sob luz vermelha e
100 pmol'm?-s! (13,38 + 0,77 mgpc-L!-d!), porém estatisticamente similar & quando
cultivada sob luz branca a 50 umol-m™-s™. A purifica¢io da ficoeritrina de B1 teve rendimento
final de 21,35% com pureza de 3,90 e a eletroforese revelou a composi¢ao por duas bandas com
cercade 16,5 ¢ 17,5 kDa. Além de uma primeira referéncia sobre cianobactérias dulciaquicolas
da regido, esta pesquisa demonstra seu potencial biotecnologico e estabelece base para novas
pesquisas e desenvolvimento de produtos de alto valor agregado, num sistema de cultivo
mitigador de COz, atrelando agdo climatica ao uso sustentdvel da biodiversidade — o maior ativo
do Brasil.

Palavras-chave: Ficoeritrina. Ficocianina. Mata Atlantica. Carotenoides. Escitoneminas.
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ABSTRACT

Cyanobacteria have in their composition several pigments (e. g. carotenoids, phycobiliproteins,
and photoprotective compounds) with many applications in the food, cosmetic and
pharmaceutical industries. These microorganisms can be found in the most diverse
environments. The Atlantic Forest of southern Bahia presents conditions to support biodiversity
with the potential for producing pigments not yet characterized. Thus, the present research
aimed to select cyanobacteria isolated from reservoirs located in preserved areas of the Atlantic
Forest, based on biomass and pigment production. To this end, after access registration at
SISGEN, isolation was carried out by glass capillarity or spread-plate in BG-11 and ASM-1
medium from three reservoirs in a preserved area of Atlantic Forest. The isolated strains were
identified at the genus level based on morphology and cultivated for 14 days in 300 mL of the
respective media, under constant lighting of 15 pmol-m-s™!, plus UVA/UVB lighting for 2 h-d-
!, Growth was monitored by spectrophotometric quantification of chlorophyll a (90% ethanol
extraction) every two days. At the end of the cultivation, the pigments were extracted with
solvents (ethyl acetate for nonpolar pigments and PBS for phycobiliproteins) and detected via
spectrophotometry. The selection was based on pigment concentration and biomass
accumulation. The selected isolates were cultivated in a bubble column photobioreactor, with
previously characterized hydrodynamics, and the volumetric productivity of phycobiliprotein
and the pigment content were determined. Henceforth, the influence of light color and light
intensity on the production of phycobiliproteins of the isolated strains was evaluated, in addition
to purification by ion exchange FPLC and partial characterization by SDS-PAGE. In total, 17
cyanobacteria strains were isolated belonging to the orders Synechococcales (02) and
Oscillatoriales (15), which were distributed in eight genera. In all strains, carotenoids
(maximum of 0.387 mg-g™!) and phycobiliproteins (maximum of 84.64 mg-g™') were detected,
while scytonemins were detected in 4 strains in concentrations below 0.1 mg-g™!. Two strains
were selected: Phormidesmis sp. F2 and Leptolyngbya sp.5 Bl. The F2 strain showed
accumulation of dry biomass of 1.35 + 0.08 g-L!, 66.71 + 2.78 mg-g" of phycocyanin and
17.93 +£2.05 mg-g™! of allophycocyanin. In Leptolyngbya sp.5 B1, a maximum concentration of
phycoerythrin of 48.88 + 5.00 mg-g™! was detected. In photobioreactor, Phormidesmis sp. F2
presented biomass and phycocyanin productivity of 0.14 g-L!-d"! and 8.62 + 0.34 mgpc-L™!-d"
I respectively. Leptolyngbya sp.5 Bl showed biomass and phycoerythrin productivities of 0.13
g-L1-d! and 6.99 £ 0.49 mgpe-L!-d"!, respectively. Cultivation of the B1 strain under green
light and light intensity of 25 pmol-m™-s! resulted in 8.30 mgpe-L™'-d"!, a value 70% higher
than the same intensity under white light. For the F2 strain, the highest productivity occurred
under red light and 100 umol'm™2-s! (13.38 + 0.77 mgpc-L'-d™!), but statistically similar to
when cultivated under white light at 50 umol-m™-s™. The purification of phycoerythrin from
B1 had a final yield of 21.35% with a purity of 3.90 and electrophoresis revealed the
composition by two bands with approximately 16.5 and 17.5 kDa. In addition to being a first
reference on freshwater cyanobacteria in this region, this research demonstrates the
biotechnological potential of these microorganisms and establishes the basis for further research
and the development of high-added-value products in a CO»>-mitigating cultivation system,
linking climate action to the sustainable use of biodiversity—Brazil's biggest asset.

Keywords: Phycoerythrin. Phycocyanin. Atlantic Forest. Carotenoids. Scytonemins.



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt ettt ettt bbb s 11
2 FUNDAMENTACAO TEORICA .......cocviiusieieeeiieiesesesssesesssesass s essessssiss s isnessnes s senensenes 13
2.1 Sistematica € b1odiVersidade ...........ccceiriiiiiiiiec 14
2.2 Potencial bioteCNOLOZICO. .......eeiuiiiiieiiieiieeitie ettt nree s 17
2.3, FICODIIPTOEINAS ... 18
2.3.1 FICOCIANINAS ... .veivieeiiie ittt ettt sttt et et e e bt e e se e et e e srneenneeanneenneens 19
2.3.2 FICOCTIEIINGAS ...vveeitee et e siiee ettt ettt ettt ettt ettt e et e b e ettt e et e e st e e et e e nnb e e e nnneeennneas 21
2.3.3 AlOTICOCIANINGS ....vviiuvieiieeeiteesiee ettt et st e e sbe e sn e et e e srneenneesnneenneens 22
2.4 Carotenoides € CSCILONEIMINAS . .....ceiuvreiurieitriestreesteeestreestreesbeeesbeeesbeeesnbeeesnseeessneeenses 23
2.5 Cultivo de cianobactérias para produgao de pigmentos .........cocceeveereeerieeriieeseesieeeneens 26
B OBIETIVOS ..ottt ettt bttt bt et e ek e et e s bt e et e e b e e et e e snbeenbeesnaeeteeas 28
3.1 ODBJEtIVO ZETAL ....eiiiiiiiieii et ree s 28
3.2 ODBJEtIVOS ESPECTIICOS . eiueriiriiiirieiee et nne e 28
4 MATERIAIS E METODOS ..ottt 29
4.1 Acesso ao patrimonio genético e locais de coleta.........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 29
4.2 Procedimento de 1SOIamMENTO. ........ueeiiieiiieiieiii et 29
4.3 Identificagdo de cianobactérias iS0ladas..........ceeieriiiiiiiiiiiiie e 31
4.3.1 Extragdo de DNA, amplificagdo e sequenciamento parcial do gene 16S das cepas
SLe] (oo 10 4 P T PO TRTPPTR 33
4.3.2 Andlises fllOZENELICAS .....ccveeiiiiiiieiie e 33
4.4 Selecao das cianobactérias 1S0ladas..........ccueiiiiiiriiiiiie e 34
4.4.1 Preparo do INOCULO.........eiiiiiiieiiie e 34
4.4.2 Cultivo para obtencao de biomassa e extragao de pigmentos ...........ccocvervrivereennens 35
4.4.2.1 Extracdo de clorofila a para monitoramento do crescimento ............cceceverveeeenne 35
4.4.3 Extragao de pigmentos alVOS ........ccccoiieriiiieiii i 36
4.5 Cultivo em fotobiorreator do tipo coluna de bolhas (bubble collumn)........................... 37
4.5.1 Hidrodindmica do fotoDIOITEatOr ... ....cueeieiiiie it 38
4.5.2 CUIVO 1.ttt ettt ettt be et et e e e e e e nre e ann e nree s 39
4.6 Avaliagao da influéncia da intensidade luminosa e cor de luz sobre a producao de
ficobiliproteinas pelas cepas selecionadas..........coueivueeiiiiiieniiiiie e 39
4.7 Caracterizagao parcial de ficoeritrina de Leptolyngbya sp.5 Bl ....cccccoveviviiiiiiiiiiennns 40
4.7.1 Precipita¢do em sulfato de amonia € didlise.........cccovvviiiiiiiiiiiiiiic 40
4.7.2 Cromatografia Liquida Réapida de Proteinas (FPLC) .........cccoooiiiiiiiiiiiiiee 41
4.7.3 SDS-PAGE ..ottt bbb 41
4.8 Tratamento EStAtISTICO ....vveeiureeiriiieeitiieesieie ettt sttt sb e e e e nnb e e e nnn e e e 42
5 RESULTADOS E DISCUSSAD ......cooiiiiiiiiiieiicieisississis s 43
S T TSOIAMETIEO 1ttt e bb et e b nnaee e 43
5.1.1 Caracterizagao taxonomica do material 1S01ado ...........ccoceeeeiiiiiieiiiiinc e, 44
5.1.2 Analise filogenética das cepas selecionadas...........cccovviiiiiiiniicniienc s 56
5.2 Selecdo de cianobactérias produtoras de PIgmMENtos..........cocueerveerueereerieeeneesreesee e 58
5.2.1 Crescimento € obtengao de DIOMASSA .....eveeiuvreeeeiiieeeeiiiiieeeesieee e e sirer e e e sieee e e enaeeees 58
5.2.2 Extracdo e quantificacdo de ficobiliproteinas............cevvrveiiiiiiiiiiiiciicscee 60
5.2.3 Extracao e quantificagdo de carotenoides € eSCItoneminas ..........cceevrvveerveenrveennnn 68
5.2.4 Selecao das cepas 1S01adas. .......coccviiiiiiiiiiic i 70
5.3 Cultivo em fOtODIOITEALOT ... .cuviiiieiiiiiieesee ettt 72
5.3.1 Caracterizac¢ao hidrodinamica do fotobiorreator.........cccevvvveeiieeiiiee e 72

5.3.2 Cultivo das cepas selecionadas em fotobiorreator do tipo coluna de bolhas........... 73



5.4 Influéncia da intensidade luminosa e cor de luz sobre a producdo de ficobiliproteinas

pelas cepas SEIECIONAAAS .......vviiiiriiiiie it 76
5.5 Purificagdo e caracterizagdo parcial da ficoeritrina de Leptolyngbya sp.5 Bl ............... 81
6. CONCLUSAD ...t 85
REFERENCIAS ...ttt 86
APENDICES ..ottt 101

ANEXOS ..o 112



11

1 INTRODUCAO

As cianobactérias sao microrganismos fotossintetizantes muito bem sucedidos, com
distribuicdo por todo o planeta, principalmente em meio aquatico. Com altos teores de
proteinas, acidos graxos poli-insaturados, carboidratos e vitaminas, as cianobactérias ja t€ém
sido empregadas como alimento ha milénios (SEKAR, 2008; SARMA, 2013; PAGELS et al.,
2019). Doravante, estes microrganismos tém se destacado como alternativa interessante para
obtencao de produtos de alto valor agregado para emprego nos setores cosmético, nutracéutico,
energético entre outros (SINGH; KATE; BANECIJEE, 2005; NOWRUZI; SARVARI;
BLANCO, 2020). A atratividade se da pelo fato de as cianobactérias produzirem diversos
compostos bioativos (e. g. pigmentos, fitohormonios, polimeros e compostos fenolicos) e por
apresentarem necessidades nutricionais simples com rapido crescimento, utilizarem a luz solar
como fonte de energia e ndo requererem terras agricultaveis para o cultivo, que pode ser feito
com uso de aguas residuais ou efluentes (MANDAL; CHANU; CHAURASIA, 2020). Além
disso, o sistema de producdo (em lagoas ou fotobiorreatores) promove a absor¢do de CO»
atmosférico, alinhando-se ao décimo terceiro Objetivo do Desenvolvimento Sustentavel: acao
climatica, especialmente no que tange a mitigagao dos gases de efeito estufa (GRIGGS, 2013).

Dentre os compostos bioativos, os pigmentos apresentam grande versatilidade de
aplicacdo e atendem a uma demanda crescente por corantes naturais nas industrias cosmética e
alimenticia. Os pigmentos tipicamente azuis (aloficocianina e ficocianina) e vermelho
(ficoeritrina) sao os principais componentes do ficobilissomo nas membranas tilacoidais. Estas
ficobiliproteinas sao aplicadas comercialmente como agentes antioxidantes, anti-inflamatorios
e imunomoduladores, marcadores moleculares, antivirais e, principalmente, corante alimenticio
(WU et al., 2016; LAUCERI; CHINI; TORZILLO, 2019; PAGELS et al., 2019; BRAUNE et
al., 2021). A ficocianina ¢ aprovada como corante alimenticio nos Estados Unidos desde 2013
e ja tem um mercado expressivo. De acordo com a Allied Market Research, o mercado global
movimentou cerca de US$ 138 milhdes em 2020 e tem projegdes de US$ 360 milhdes até 2030.
Cerca de 80% da ficocianina comercializada ¢ empregada no setor de alimentos, onde nio
requer alto grau de purificagdo e, consequentemente, de menor custo. O crescimento da
demanda tem sido estimulado principalmente pela limitagcao do uso de corantes sintéticos em
alimentos e pela necessidade de produtos naturais e renovaveis na area cosmética. Ja a
ficoeritrina ¢ aplicada principalmente como marcador para imunofluorescéncia, citometria de
fluxo ou coloragdo de células e seu custo pode chegar a US$ 1500 por miligrama pura

(ZITTELLI et al., 2022).



12

Os carotenoides sdo pigmentos isoprenoides que se distribuem na membrana externa e
tilacoidal das cianobactérias e incluem carotenos e xantofilas. Menos conexos a aplicagdes
relacionadas a cor, este grupo de pigmentos desempenha um importante papel como agente
antioxidante, fotoprotetor, antissinais e antienvelhecimento, sendo de alta utilidade para as
industrias alimenticia, farmacéutica e de saude (nutracéutica) (BROWNE et al., 2014;
KANNAUIJIYAetal., 2018; MORONE et al., 2019; NOWRUZI; SARVARI; BLANCO, 2020).
O mercado global destes pigmentos ultrapassou US$ 1,5 bilhao em 2021 e tem perspectivas de
crescimento com taxa de 3,78% ao ano. Comparados a outras fontes, os carotenoides
microalgais tém processo produtivo muito mais simples. Nas cianobactérias, podem representar
até 0,2% da biomassa seca e incluem principalmente o f-caroteno, luteina e cantaxantina. Além
disso, devido as propriedades quimicas distintas, os carotenoides podem ser produzidos junto
as ficobiliproteinas, otimizando a aplicabilidade da biomassa produzida (WINAYU et al.,
2021).

A grande diversidade de aplicacdes faz com que os pigmentos cianobacterianos, assim
como aqueles derivados de microalgas eucarioticas, sejam foco de diversos estudos sobre sua
producao e aplicagao, havendo também aumento expressivo no deposito de patentes nos tltimos
cinco anos (SILVA et al., 2020). Por isso, instituicdes de pesquisa estdo em busca de exemplares
de melhor produtividade, maior diversidade de cores, possibilidades de usos e em cultivos
adaptados as condi¢des locais (UE, 2017). No Brasil, a Mata Atlantica ¢ o bioma que abriga a
maioria dos registros de cianobactérias do pais e, devido a variabilidade de microambientes,
tem potencialmente ainda mais microrganismos a serem catalogados e estudados
(SANT’ANNA et al., 2011; MENEZES et al., 2015). A regido do sul da Bahia detém a maior
porcdo deste bioma no estado e o endemismo pode chegar a até¢ 28% das espécies de fauna e
flora — possivelmente o mesmo pode vir a ocorrer com os microrganismos (GALINDO-LEAL;
CAMARA, 2005; GAMA et al., 2012). Entretanto, o conhecimento sobre a biodiversidade de
cianobactérias na regido ainda ¢ escasso. O ambiente favoravel e o alto endemismo fazem do
sul baiano uma provavel fonte de cianobactérias particulares com potenciais biotecnologicos
ainda ndo caracterizados. Neste cendrio, investigar a presenga de pigmentos destas
cianobactérias pode vir a identificar ndo so alternativas de coloragdo, mas também uma grande

fonte de compostos bioativos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

As cianobactérias sao organismos procarioticos fotossintetizantes e correspondem a um
dos grupos mais bem sucedidos, importantes e diversos morfologica, metabolica e
ecologicamente. Estes microrganismos estdo presentes em praticamente todos os ambientes
minimamente iluminados, incluindo o solo, fontes de adgua, filosfera e em habitats extremos
como fontes termais, desertos, salinas e “criosferas” (SANT’ANNA et al., 2006a; WHITTON;
POTTS, 2012). Datadas de mais de 3,5 bilhdes de anos, estima-se que a biomassa total de
cianobactérias no planeta supere 1 bilhdo de toneladas. Além disso, por liberarem oxigénio
elementar, acredita-se que as cianobactérias foram as responsaveis por viabilizar a vida aerobia
na terra (SCHOPF, 2012).

Tipicamente gram-negativas, as cianobactérias apresentam parede celular composta por
peptideoglicanas (mureina) revestida externamente por uma camada de lipopolissacarideos,
podendo ou ndo estar envolta por bainha mucilaginosa. Poros e microfibrilas podem estar presentes
na parede celular auxiliando na locomogdo. A composi¢do e a disposi¢ao da parede celular pode
variar de acordo com o estdgio, ambiente ou arranjo do grupamento de células (HOICZYK;
HANSEL, 2000). A membrana plasmatica encontra-se abaixo da parede celular, promovendo o
transporte seletivo de substancias e tendo importante papel nos mecanismos de aclimatagao,
especialmente naqueles em que ocorrem mudangas estruturais. Em provavel rede de
interconexdes com a membrana plasmatica estd a membrana tilacoidal (exceto os membros da
ordem Gloeobacterales) (SEN, 2020). As membranas tilacoidais geralmente ocupam a regido
periférica do citoplasma e se organizam de forma particular nas diferentes ordens deste filo
(LIBERTON et al., 2013). Imersos ou inseridos nas membranas do tilacoide se encontram os
pigmentos fotossintéticos: clorofilas, universalmente a clorofila a; ficobiliproteinas, que s3o os
principais componentes dos ficobilissomos e, em algumas espécies, o principal pigmento; e
carotenoides. Além de sitiar os complexos fotossintéticos, estas membranas sao o principal
local de transporte de elétrons respiratorios (TOMASELLI, 2004).

Embora as espécies de cianobactérias apresentem inimeras formas e tamanhos, as mais
frequentes sdo esféricas, em haste e em espiral. A morfologia ¢ determinada geneticamente, mas
pode mudar em fungao das variagcdes ambientais e, naquelas filamentosas, podem exibir varios
tipos de células diferenciadas durante o desenvolvimento: heterocitos e acinetos (SINGH;
MONTGOMERY, 2011). Os heterocitos sdo cé€lulas maiores que as vegetativas, de parede
celular espessa e citoplasma rarefeito com noddulos polares de cianoficina. Formados em
ambientes com privagdo de nitrogénio, sdo especializados na fixagdo deste composto. Nas

ordens Oscillatoriales e Chroococcales podem ser encontrados os diazécitos, células nao
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verdadeiramente diferenciadas onde a fotossintese e a fixagao bioldgica de nitrogénio ocorrem
temporalmente separadas (SINGH; MONTGOMERY, 2011; SARMA, 2013). Ja os acinetos
apresentam parede celular espessa e citoplasma granular, sendo formas de resisténcia as
condicdes adversas (temperatura ou radiacdo elevadas e escassez de fosforo e/ou carbono) que
podem “germinar” quando as condi¢des voltam a ser favoraveis (SINGH; MONTGOMERY,
2011). Além de ocorrer por meio de algumas das células diferenciadas/especializadas, a
multiplicagdo celular das cianobactérias pode ocorrer por fissao binaria, fissdao multipla ou por
fragmentagdo. A fragmentacdo do tricoma gera hormogonios, compostos por células
normalmente menores que as vegetativas, podendo ou nao ser dotados de motilidade para
realocagdo de curto alcance e colonizagdo simbidtica de hospedeiros (TOMASELLI, 2004;
SINGH; MONTGOMERY, 2011). Eventos de recombinagao genética podem ocorrer por
conjugacao ou transformacao (TOMASELLI, 2004).

A forma de nutri¢do mais comum ¢ a fotoautotréfica, onde ocorre a absor¢ao de energia
luminosa visivel para a reducdo de CO; através da oxidagdo de 4dgua, liberando O». Nas rotas
fotoheterotroficas hd o requerimento de energia luminosa para utilizar componentes organicos
como nutriente, sendo que nao se desenvolvem na auséncia de luz. Além disto, as cianobactérias
podem ser auxotrdficas, requerendo uma pequena quantidade de componentes organicos
essenciais para o crescimento, como vitaminas e determinados aminoacidos; ou ainda
mixotroficas (anfitroficas), quando podem crescer utilizando ambas as rotas ao mesmo tempo,
exceto na auséncia total de luz (GROBBELAAR, 2004). As principais formas de reserva
energética sao inclusdes citoplasmaticas como granulos de glicogénio ou cianoficina (mais
comum nas fotoheterotroficas) e, em alguns casos, granulos de polihidroxibutirato

(TOMASELLI, 2004).

2.1 Sistematica e biodiversidade

Desde a primeira identificacdo em 1838, a sistematica do atual filo Cyanobacteria se
mostrou intensamente conturbada e passou por inimeras modificacdes (SANT’ANNA et al.,
2006a; SARMA, 2013). Os primeiros tratados taxonomicos classificavam as cianobactérias de
acordo com critérios botanicos, agrupando-as como algas verdes-azuis (termo em desuso)
devido a coloragdo caracteristica. Alguns marcos, como a percep¢do do polimorfismo
morfolégico induzido por fatores exclusivamente ambientais, a comprovagdo da natureza
procaridtica gram-negativa € com 0s avangos no sequenciamento de genomas, diversas foram
as revisoes taxondmicas sofridas (SARMA, 2013). Atualmente ha consenso de que filo

Cyanobacteria faz parte do dominio Bacteria, mas tanto o Codigo Internacional de
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Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas, quanto para Procariotos tratam deste filo. Apesar
de estar ha anos em debate, ainda ndo hé consenso entre os codigos (PARKER; TINDALL;
GARRITY, 2019). Enquanto na botanica sdo classificadas como cianobactérias (filo
Cyanobacteria, classe Cyanophyceae), microbiologistas as classificam como cianoprocariotas.

De acordo com Sarma (2013), a classificacdo botanica proposta por Hoffmann,
Komaérek e Kastovsky (2005) foi baseada em uma abordagem polifasica, considerando
caracteristicas morfologicas, ultraestruturais, ecoldgicas e genéticas (sequenciamento do gene
16S rRNA). O objetivo destes autores foi melhorar a resolugao da sistematica cianobacteriana
e passou a ser utilizado pelos principais centros de referéncia. As principais alteracdes foram
feitas por Komarek e colaboradores com estudos entre 2006 e 2014, considerando novas
espécies e acréscimos de dados de filogenia molecular, antes inacessiveis devido as dificuldades
para obtencdo e amplificagdo de material genético para sequenciamento (KOMAREK et al.,
2014). Devido a estes acréscimos, novas ordens foram criadas e muitas familias foram
redistribuidas entre as ordens. O resumo das caracteristicas das ordens de cianobactérias ¢
apresentado na Tabela 01.

Tabela 01: Caracteristicas das cianobactérias nas diferentes ordens de acordo com o
sistema de classificacio proposto por Komarek et al. (2014).

Ordem Caracteristicas

Gloeobacterales Cocoides, sem tilacoides

Synechococcales Unicelulares ou filamentosas, divisdao em 1 ou dois planos,
tilacoides parietais

Chroococcales Unicelulares (coloniais ou ndo) e pseudofilamentosas, varios
planos de divisdo, tilacoides radiais irregulares

Oscillatoriales Filamentosas homocitadas ou cocoides, tilacoides com arranjo
radial, fasciculado ou irregular

Nostocales Filamentosas heterocitadas, células diferenciam-se em acinetos,

ramificagdes verdadeiras (T ou Y) e/ou falsas, tilacoides com
arranjo irregular

Pleurocapsales Baeocitos!, divisdo em multiplos planos e/ou irregulares, colonias
polarizadas e/ou pseudofilamentosas, tilacoides com arranjo
irregular

Spirulinales” Tricomas enrolados tipicos, forma espiralada, sem bainha,
tilacoides com arranjo parietal

Chroococcidiopsidales Divisdo em 3 ou mais planos, formando baeocitos, tilacoides com

arranjo irregular
*Nio inclui as “spirulinas” comerciais, que geralmente sio do género Arthrospira, familia Microcoleaceae, ordem
Oscillatoriales | ' - Células que passam por varios processos de divisio simultinea ou repetidamente, com
invaginagdo da membrana e compartimentalizagdo do contetido celular | Complementado com dados de Hauer e
Komarek (2020).

No mundo existem registros de mais de 2800 espécies de cianobactérias. Porém, a
biodiversidade destes microrganismos ainda ¢ subestimada, uma vez que este numero ¢

composto principalmente por espécies encontradas nas regides temperadas. Até 2011 estimava-
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se que apenas 10% das espécies de regides tropicais e subtropicais eram conhecidas
(SANT’ANNA et al., 2011). De acordo com a lista de espécies do Flora do Brasil 2020, existe
no pais 160 géneros de cianobactérias (10 endémicos), 512 espécies (32 endémicas) e 6
variedades (uma endémica). A regido sudeste concentra a maior parte dos registros de
cianobactérias, com 433 registros, enquanto no Nordeste ha apenas 84 — vinte e oito destes
correspondem a espécies catalogadas na Bahia. A maioria dos registros baianos sdo marinhos e
as espécies Symploca infralitoralis T. A. Caires et al.; Lyngbya sordida Gomont; Leptolyngbya
membraniporae (A.Lindst.) Anagn. & Komarek; e Calothrix confervicola Bornet & Flahault
tém ocorréncia registrada apenas no estado (MENEZES et al., 2015). Contudo, estes numeros
nao refletem a realidade da biodiversidade de cianobactérias no estado da Bahia, uma vez que
a lista de espécies do Flora do Brasil esta em processo de construcao e ainda ha muitas areas a
se investigar.

Ramos e colaboradores (2018) investigaram as comunidades de microalgas e
cianobactérias de quatro espécies de bromélias-tanque de diferentes formagdes vegetais no
estado da Bahia. Utilizando microscopia Optica, foram identificados 89 taxons de algas e
cianobactérias, sendo que o perfil da comunidade microbiana variou de acordo com as espécies
de bromélias. Além disso, foram identificadas 21 espécies de cianobactérias com diferentes
formas de vida, incluindo cocoides e coloniais, mas principalmente filamentosas. Quando
comparadas as listas de espécies deste trabalho com o Flora do Brasil, apenas Pseudanabaena
catenata Lauterborn esta presente em ambas. Ja Caires, Sant’anna e Nunes (2019) investigaram
a biodiversidade e os aspectos ecologicos de cianobactérias filamentosas bentonicas no
ambiente marinho ao longo da costa da Bahia. Foram identificados trinta e dois taxons — 22 dos
quais constam na lista de espécies do Flora do Brasil (MENEZES et al., 2015). Os autores
perceberam maior riqueza de espécies nas regioes protegidas dos recifes, enquanto nenhuma
cianobactéria foi encontrada em areas de alto hidrodinamismo. Ainda na Bahia, Severiano et al.
(2012) realizaram o acompanhamento da comunidade de microfitoplancton do Rio de Contas
entre 2007 e 2010. Dos 198 taxons identificados, 34 eram de cianobactérias das ordens
Chroococcales, Nostocales e Oscillatoriales. As espécies Planktothrix agardhii (Gomont)
Anagn. & Komadrek; Anagnostidinema amphibium (C.Agardh ex Gomont) Strunecky,
Bohunickd, J.R.Johansen & J.Komarek; Oscillatoria sp. e Raphidiopsis raciborskii
(Woloszynska) Aguilera et al. foram ditas como altamente frequentes, enquanto membros da
ordem Chroococcales eram infrequentes, esporadicos ou raros.

A Bahia apresenta em seu territorio os biomas Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica, além

de conter os ecossistemas Costeiro e Marinho — o que possibilita a existéncia de uma grande
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biodiversidade (BAHIA, 2008). A Mata Atlantica ¢ um bioma que compreende muitos tipos de
habitat, cada um com seu microclima distinto, o que contribui para a descoberta de novos
géneros e espécies. Entretanto, os estudos de biodiversidade sdo pontuais e concentram-se no
estado de Sao Paulo, ndo sendo suficientes para determinar a extensdo da diversidade de
cianobactérias do bioma Mata Atlantica (SANT’ANNA et al., 2011; GAMA et al., 2012;
MENEZES et al., 2015; SOPHIA et al., 2016; ALVARENGA et al., 2017). Deste modo, ainda
existem ambientes e grupos que nao foram investigados de forma intensiva (GAMA et al.,
2012). Embora reste menos de 8% da cobertura nacional da Mata Atlantica, no extremo sul da
Bahia localiza-se a maior concentragdo florestal nativa protegida do estado. A floresta nesta
regido comeca a assumir sua formacao mais densa e apresenta indice de endemismo altissimo,
correspondendo a até 28% das espécies (GALINDO-LEAL; CAMARA, 2005). Tais aspectos
fazem da regido uma provavel fonte de cianobactérias com potenciais ecoldgicos e econdmicos

ainda ndo caracterizados.

2.2 Potencial biotecnolégico

A biotecnologia em fotossintetizantes baseia-se na premissa do aproveitamento da luz
natural e diéxido de carbono atmosférico para gerar os mais diversos produtos e/ou processos
(RICHMOND, 2013). As cianobactérias tém alta atratividade para a biotecnologia industrial,
uma vez que (i) suas exigéncias nutricionais sdo simples; (i1) tém crescimento rapido; (iii)
podem crescer em meios alternativos ou at¢ mesmo em efluentes; (iv) tém processos eficientes
de aclimatagdo que podem ser aproveitados para direcionamento de rotas produtivas; e (V)
devido a sua natureza procaridtica, sdo mais facilmente modificadas geneticamente quando
comparadas as microalgas eucariotas (KUMAR et al., 2018). Com os recentes avancgos das
Omicas das cianobactérias e com mecanismos de edi¢ao génica cada vez mais sofisticados, estes
microrganismos tém consolidado seu potencial como plataformas de biotecnologia em muitos
novos processos industriais, especialmente no setor de biocombustiveis, como na producao de
etanol (LIANG et al., 2018) e biohidrogénio (SADVAKASOVA et al., 2020). Porém, ainda ha
nas cianobactérias um imenso potencial natural a ser explorado e futuramente otimizado, como
a biorremediagdo de metais pesados (AL-AMIN et al., 2021); desenvolvimento de
nanoparticulas com atividade antimicrobiana (PATEL et al., 2015); biomineragao (DISSOOK;
ANEKTHANAKUL; KITTICHOTIRAT, 2013); fertilizagdo de solos e reversao da
desertificagao (ROSSI et al., 2017, ROMAN et al., 2020); e a exploragdo de compostos
bioativos, como no desenvolvimento de herbicidas menos prejudiciais ao meio ambiente

(BRILISAUER et al., 2019).
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Dentre os compostos bioativos, os pigmentos (ficobiliproteinas, carotenoides e
escitoneminas) apresentam grande versatilidade de aplicagdes em produtos para uso ou
consumo humano. Como apontado por Zahra et al. (2020), os pigmentos cianobacterianos
podem ser empregados desde a producdo de cosméticos e alimentos até mesmo como
marcadores para fluorescéncia. Considerando o potencial destes microrganismos, a Unido
Europeia em parceria com o Instituo de Pesquisas Téxtil e banco de algas espanhol, financiaram
um projeto com o objetivo de selecionar macroalgas, microalgas eucarioticas e cianobactérias
potencialmente produtoras de pigmentos visando a substituicdo dos corantes téxteis
originalmente produzidos por rotas quimicas e altamente recalcitrantes. Foram estudadas
centenas de microalgas eucaridticas, cianobactérias e macroalgas. Ao analisarem a
produtividade de pigmentos, estabilidade aos processos, durabilidade, custos financeiros e
impacto ambiental dos processos na industria téxtil, as ficobiliproteinas, carotenoides e
clorofilas das cianobactérias tiveram destaque. As espécies proeminentes eram dos géneros
Synechococcus C.Négeli, Arthrospira Sitzenberger ex Gomont, Leptolyngbya Anagnostidis &
Komarek e Nostoc Vaucher ex Bornet & Flahault. Outro aspecto importante ¢ que, enquanto as
macroalgas tém concentragiio de pigmento inferior a 1 mg-g™', nas cianobactérias estes valores

podem chegar a 100 mg-g™! de biomassa (UE, 2017).

2.3. Ficobiliproteinas

As ficobiliproteinas constituem um grupo de pigmentos presentes nas cianobactérias e
em algumas micro e macroalgas. Nas cianobactérias, essas proteinas se associam formando o
ficobilissomo, sendo responsaveis por até 50% da captura de energia luminosa (CHANG et al.,
2015). Estas proteinas sdo compostas por duas subunidades polipeptidicas (a e ) que se ligam
covalentemente a cromoéforos tetrapirrdlicos de cadeia aberta, arranjando-se como trimeros e
hexameros estaveis com forma toroidal (Figura 01). Os cromoéforos variam estruturalmente
entre si, existindo quatro grupos principais amplamente distribuidos entre as cianobactérias: (I)
ficocianobilina — azul; (II) ficoeritrobilina — vermelha; (III) ficourobilina — amarela; e (IV)
ficobiliviolina — roxa. Nas ficobiliproteinas, de uma a trés unidades podem estar ligadas a cada
subunidade a ou B, de modo que no trimero toroidal pode haver de 6 a 18 cromodforos
(ficobilinas). A depender do tipo e da posicio do aminoacido ligante dos cromoforos, o
pigmento apresentara diferentes propriedades espectrais (Tabela 02), sendo classificadas em:
ficocianinas, aloficocianinas e ficoeritrinas que tém espectro azul-esverdeado (575 nm a 655
nm), azul (610 nm a 620 nm) e vermelho (540 nm a 570 nm), respectivamente (SUN et al.,

2009; KANNAUIJIYA; SUNDARAM; SINHA, 2017).
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Figura 01: Representacdo da estrutura do ficobilissomo (ancorado no PSII, contendo centro de
aloficocianina onde se ligam as ficocianinas e/ou ficoeritrinas), das ficobiliproteinas e de suas
subunidades e cromoforos. PSII — Fotossistema II; o €  — subunidade alfa e beta das ficobiliproteinas,
respectivamente. *Ponto de inser¢do de peptideos bastonetes que promovem a ancoragem das unidades
de hexameros ou trimeros para formagao da antena. Elaborado com base nas estruturas tridimensionais
disponiveis no Protein Data Bank (PDB code: 7EXT, 6JPR, 6Y X8, SNB4) editadas no software Pymol.
Autoria propria.

Tabela 02: Composicdo cromofora das principais classes de ficobiliproteinas e suas
propriedades espectroscopicas.

Classes Pigmentos Croméforos’ A mixe MM F iy /nm

Ficoeritrin C-ficoeritrina-I 4 PEB e 2 PUB 495, 543 565
coetitrinas C-ficoeritrina 5 PEB 548 573
Ficoeritrocianina 2PCBelPVB 575 635

R-ficocianina I 2PCBe1PEB 547, 616 636

Ficoctaninas R-ficocianina II 2 PEBe 1 PCB 615 646
C-ficocianina 3 PCB 642 643

Aloficocianinas Aloficocianina 2 PCB 650 663
Aloficocianina B Indeterminada 652 665

"Por subunidade off; (PCB) ficocianobilina — azul; (PEB) ficoeritrobilina — vermelha; (PUB)
ficourobilina — amarela; e (PVB) ficobiliviolina — roxa. Amix — Absorbancia maxima; Fmax —
Fluorescéncia maxima. Elaborado a partir de Sun et al. (2009) e Kannaujiya et al. (2018).

2.3.1 Ficocianinas

As ficocianinas sdo as ficobiliproteinas mais difundidas nos organismos que possuem
ficobilissomos. Entretanto, o tipo de ficocianina varia de acordo com o tipo de organismo. A C-
ficocianina (ou apenas ficocianina) ¢ exclusiva das cianobactérias, a ficoeritrocianina ¢

encontrada apenas em algumas cianobactérias e a R-ficocianina ocorre principalmente nas



20

algas. A estrutura mais comum destas proteinas ¢ em forma de trimeros, mas nos ficobilissomos
ocorrem em hexameros, sendo ligados internamente por um peptideo bastonete. A coloragao
varia de azul ou azul-ptrpura e tem maior absorcao de luz entre 580 nm a 630 nm, podendo ser
aumentado em 17 nm devido aos peptideos bastonetes (SUN et al., 2009).

Arthrospira platensis, comercializada sob o nome de spirulina, ¢ a espécie mais
empregada em processo industrial de produg¢do de ficocianina. A depender da pureza, o preco
pago pela ficocianina pode variar de US$ 0,13 mg™! (fins alimenticios) a US$ 15,00 mg!
(marcadores de fluorescéncia ou para fins farmacéuticos) (WINAYU et al., 2021). Muitos
trabalhos na area visam aumentar a produtividade de ficocianina e a coproducdo de outras
ficobiliproteinas através de cultivo em condi¢gdes otimizadas e/ou de estresse em espécies
alternativas (SILVA et al., 2020). Espécies produtoras destes compostos tém sido isoladas nos
mais diversos ambientes: hipersalinos, fontes termais, lagos e lagoas e nos mares (MOGANY
etal., 2018; WINAYU et al., 2021).

Durante o isolamento e selecao, as cianobactérias sdo cultivadas em condi¢Ges mais
proximas as do ambiente de origem e os teores de pigmentos obtidos podem ser, posteriormente,
otimizados por ajustes nas condi¢des de cultivo. Mogany et al. (2018) buscaram cianobactérias
em ambiente hipersalino e isolaram uma cepa de crescimento rapido e de consideravel
produtividade de ficocianina em relagio a massa seca (12 mg-g™!). Ao otimizarem a composi¢io
do meio, obtiveram produtividade de ficocianina de 45 mg-g’', um aumento de 280% em
relagdo a produtividade inicial, que faz da Euhalothece sp. KZN uma candidata a producao em
escala. Outras cepas indicadas com potencial para produgdo comercial de ficocianina incluem:
Phormidium sp. e Pseudoscillatoria sp. (KHAZI; DEMIREL; DALAY, 2018); Synechococcus
sp. PCC6715 (KLEPACZ-SMOLKA et al., 2020); Aphanothece microscopica Négeli em meio
suplementado com vinhaga (MORALIS; BASTOS, 2019); e Nostoc sp. em meio suplementado
com aguas residuais tratadas (ARASHIRO et al., 2020).

O interesse elevado na ficocianina est4 relacionado a variabilidade de aplicagdes para
este pigmento, por (i) ndo requerer transformagdes quimicas para uso, (ii) ser considerado
seguro para consumo, € (iii) ser azul, uma cor rara em organismos vivos e frequentemente toxica
em fontes minerais. Além disso, a depender da técnica de extragdo, a ficocianina pode
apresentar diferentes propriedades, potencializando sua aplicagdo como colorante em
maquiagens e cosméticos (MORAES; KALIL, 2018). Algumas aplicagdes para ficocianina sao

apresentadas na Tabela 03 a seguir.



Tabela 03: Aplicacdes comerciais e na literatura da C-ficocianina.

Aplicacdes Referéncias
oL o ~ . Pourhajibagher e
Ortodontica Inibigao de formagdo de biofilme Bahador (2021)

Anticancer in vitro via
inducdo de apoptose,
reducdo de proliferacao
e/ou migragdo celular

Coadjuvante em
radioterapia

Modulagdo da microbiota
gastrica

Imunomodulador e anti-
inflamatorio

Corante alimenticio™®
Marcador bioquimico*

Pigmentos para batons e
sombras (cosméticos)

Adenocarcinoma pancreatico, colorretal,
pulmonar, alveolar e de mama. Carcinoma
cervical, pancreatico e de prostata.
Leucemia, cancer de mama, melanoma e
hepatoblastoma.

Braune et al. (2021)

Estudo in vitro e in vivo, com redugao de
32,5% do volume tumoral em cancer de
colon

Kefayat et al. (2019)

Relacionada ao aumento da populagdo de
bifidobactérias gastricas e protecdo contra
ulceras em ratos

Hsieh et al. (2021)

Relacionado aos efeitos benéficos do uso de
spirulina na alimentacao

Wu et al. (2016)

Colorante com atividade antioxidante em

Galetovic et al.

leite desnatado (2020)
Em solu?aol aquosa, apresenta Moraes e Kalil
fluorescéncia. Uso em microscopia e

. . (2018)
citometria
Intensidade de cor das ficobilinas Hamed (2016)

* Produzidos e comercializados por empresas como Phyco-Biotech, DIC e Pondtech.
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De acordo com levantamento da Pondtech, empresa canadense de alimentacgao saudavel
e derivados de Chlorella e spirulina, o mercado de produtos contendo ficocianina chega a

USS$ 1,3 bilhdo e apresenta taxa de crescimento de cerca de 7% ao ano (PONDTECH, 2021).

2.3.2 Ficoeritrinas

As ficoeritrinas sao proteinas hidrossoluveis e estdo presentes em algumas
cianobactérias e sao responsaveis pela absorcao de luz em comprimentos de onda inacessiveis
para as clorofilas. Denominadas C-ficoeritrinas, as ficoeritrinas de cianobactérias geralmente
sdo produzidas durante a adaptagdo cromdtica complementar, que ocorre quando as
cianobactérias sdo expostas a luz do espectro verde e radia¢do ultravioleta (KOKABI et al.,
2019; GHOSH; MISHRA, 2020a). Os subtipos mais frequentes incluem a C-ficoeritrina que
tem cerca de 5 unidades de ficoeritrobilinas por mondmero aff (Figura 01), mas podem ocorrer
casos com ficourobilina e ficoeritrobilina para adaptar a qualidade da luz rica em espectro mais
azul esverdeado. A C-ficoeritrina I tem seis ficourobilinas por mondémero (af3), de modo que

exibam dois maximos de absor¢ao (495 nm e 543 nm). Entre as espécies podem ocorrer


https://www.phyco-biotech.com/c-phycocyanin-c-pc/
https://www.dic-global.com/en/products/natural_colorants/
https://www.pondtech.com/phycocyanin/
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variagdes quanto a composicdo e a quantidade dos cromoforos (SUN et al., 2009;
KANNAUIJIYA; SUNDARAM; SINHA, 2017).

Estes pigmentos tém sido estudados devido as suas aplicagdes como corante natural de
alimentos, agente antioxidante e anti-hiperglicémico, ¢ como marcador fluorescente e de
pequenos ions, como o hidrossulfeto (GHOSH; MISHRA, 2020a). Em cosméticos, além de
conferir cor, C-ficoeritrinas podem agregar atividade antienvelhecimento e antioxidante
(PATEL et al., 2018; PAGELS et al., 2019), tendo também potencial farmacéutico. Em estudo
in silico e in vivo, a ficoeritrina de Lyngbya sp. AO9DM apresentou atividade inibidora de
enzima relacionada ao acimulo de placas beta-amiloides no cérebro, apontando potencial para
a prevencgao e estabilizacdo de Alzheimer (CHAUBEY et al., 2019).

A exploracdo comercial de ficoeritrinas parte, principalmente, de macroalgas
(R-ficoeritrina) e microalgas (B-ficoeritrina) devido ao registro de poucas cepas de
cianobactérias com boa produtividade e, algumas delas, estarem associadas a producdo de
cianotoxinas (GHOSH; MISHRA, 2020a). As cianobactérias mais frequentes nos estudos
acerca da produgao de ficoeritrinas incluem Nostoc sp., Scytonema sp., Lyngbya sp., Anabaena
sp., Phormidium sp., Synechococcus sp., Microcoleus autumnalis (Gomont) Strunecky,
Komarek & J.R.Johansen e Halomicronema sp. (PARMAR et al.,2011; BASHEVA etal., 2018;
GHOSH; MISHRA, 2020a; VEGA et al., 2020).

2.3.3 Aloficocianinas

As aloficocianinas sdo proteinas hidrossoluveis e estdo presentes em todas as
cianobactérias, pois formam o ntcleo do ficobilissomo, ligando as varetas de ficocianinas e/ou
ficoeritrinas ao fotossistema II (PSII) e a membrana tilacoide (Figura 01). No nucleo estdao
presentes trés tipos de aloficocianinas: aloficocianina (compde a maior parte do nucleo),
aloficocianina-B e complexo ligante de membrana. Os ultimos estdo relacionados com a ligagao
do ficobilissomo ao fotossistema e & membrana do tilacoide e tém estrutura indeterminada
(SUN et al., 2009; KANNAUJIYA; SUNDARAM; SINHA, 2017). Embora com potencial
biotecnoldgico pouco caracterizado, a aloficocianina é o ingrediente ativo de um composto
patenteado com a¢ao inibitoria da replicagdo de enterovirus e influenza, de modo a evitar efeitos
citopaticos (SEKAR, 2008). Além disso, tem potencial antioxidante e ¢ amplamente utilizada
em técnicas bioquimicas, como uma sonda proteica fluorescente, particularmente para
citometria de fluxo (SU; XIE; CHEN, 2010). Em estudos recentes, a microalga
tradicionalmente utilizada para producao de ficoeritrina Porphyridium purpureum (Bory) K. M.

Drew & R. Ross (LOPEZ-HERNANDES et al., 2020) e a cianobactéria Arthrospira platensis
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se destacaram por acumular maior teor de aloficocianina que as demais ficobiliproteinas

(ARASHIRO et al., 2020).

2.4 Carotenoides e escitoneminas

Os carotenoides sdo pigmentos apolares de natureza terpendide com coloragdo variando
do vermelho ao amarelo, apresentando funcao estrutural, de captagdo de energia luminosa e
protecao contra espécies reativas de oxigénio, salinidade e radiagcdo excessiva. Sua faixa de
absor¢do concentra-se entre 400 nm e 550 nm (PAGELS et al., 2020a) e podem ser encontrados
no interior dos fotossistemas, nas membranas plasmaticas e no citoplasma quando associados a
proteinas soluveis (Figura 02). Os carotenoides podem ser primarios, relacionados a absor¢ao
de energia luminosa e essenciais para a sobrevivéncia, ou secundarios — aqueles produzidos
quando em condi¢des de estresse (PALIWAL et al., 2015). Os principais carotenoides
produzidos por cianobactérias sdo: -caroteno, hidroxicarotenoides (zeaxantina e nostoxantina)
e cetocarotenoides (equinenona e cantaxantina) (GAO et al., 2020). Por terem a capacidade de
modular a atividade de queratindcitos e atuarem como antioxidantes e anti-inflamatérios, os
carotenoides tém alta aplicabilidade na area cosmética, seja como colorantes, hidratantes,

agentes antissinais ou antienvelhecimento (MORONE et al., 2019).

Membrana

Filamento: — B tilacoidal
Tricoma + bainha
—— Granulo
Material
genético
Membrana
Tricoma celular
-—

Bainha
mucilaginosa

P

Complexo OCP

CAROTENOIDES FICOBILIPROTEINAS ESCITONEMINAS

Figura 02: Estrutura tipica de um filamento cianobacteriano, disposi¢cdo dos pigmentos nas células e
estrutura tipica dos carotenoides e escitoneminas. Enquanto as ficobiliproteinas estdo arranjadas no
ficobilissomo, os carotenoides podem ser encontrados nos centros de reagdo dos fotossistemas ou em
complexo com proteina soluvel dispersa no citoplasma (Complexo OCP). J& a escitonemina ¢
componente da bainha mucilaginosa, conferindo cor acastanhada. Autoria propria.
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Um atrativo para aplicagdo comercial de carotenoides de cianobactérias em cosméticos
consiste na possibilidade de uso de extratos, nao requerendo técnicas de purifica¢do robustas.
Morone et al. (2020) demonstraram que extratos de etanol de cepas dos géneros Cyanobium,
Synechocystis, Nodosilinea, Phormidium e Tychonema, cultivadas em condi¢des usuais,
apresentaram diversos carotenoides: zeaxantina, luteina, cantaxantina, equinenona e J3-
caroteno. Dentre as cepas, os extratos de Tychonema sp. e Cyanobium sp. se destacaram por
promover a proliferacao de fibroblastos, terem alto potencial antioxidante e inibirem a digestao
do acido hialuronico — caracteristicas interessantes para formulagdes antienvelhecimento.

Quando direcionados a fins alimenticios (humano ou animal), os carotenoides nao
precisam ser extraidos e purificados, desde que a biomassa esteja apta para consumo. Desta
forma, avaliar a presenca destes compostos em espécies de boa produtividade de biomassa pode
ser interessante para elevar o potencial comercial na nutracéutica. Os ésteres de xantofilas sdo
carotenoides com maior estabilidade e potencial antioxidante que as formas livres, o que eleva
sua funcionalidade mesmo que em baixissimas concentragdes. Neste contexto, Maroneze et al.
(2019) avaliaram a presenga de carotenoides esterificados em Aphanothece microscopica
(isolada na Lagoa dos Patos — RS, Brasil) e Microcoleus autumnalis (ex Phormidium
autumnale) cultivadas em fotobiorreator de coluna de bolhas. Os autores identificaram
compostos inéditos em cianobactérias, como os ésteres de miristoil-zeinoxantina,
miristoil-B-criptoxantina, e 2'-linolenoil-mixoléster, além de outros onze compostos. Isto
destaca que as cianobactérias podem ser biofabricas destes ésteres, uma vez que estes
microrganismos podem ser submetidos a condi¢des de estresse que possam direcionar aumento
na produtividade.

Além dos carotenoides, os extratos apolares de cianobactérias podem conter também
compostos fotoprotetores, como as escitoneminas, tornando-os ainda mais atrativos. A
escitonemina ¢ um pigmento conhecido apenas nas cianobactérias que absorve radiagdo
ultravioleta e ¢ produzido principalmente como resposta a exposic¢ao a radiagao UV-A, sendo
capaz de bloquear até¢ 90% desta. De coloracdo marrom-dourada, ¢ acumulada na bainha de
polissacarideos (Figura 02), podendo conferir coloragdo marrom aos filamentos e com picos de
absor¢ao em 384 nm (RATH; MANDAL; PRASAD, 2012). De acordo com revisao sist€émica
de Castro, Martinez e Nieves (2020), cianobactérias produtoras de escitoneminas incluem:
Nostoc commune Vaucher ex Bornet & Flahault, Leptolyngbya tenuis (Gomont) Anagnostidis
& Komarek, Scytonema siculum Bornet & Flahault, Synechocystis sp., Lyngbya aestuarii

Liebman ex Gomont, Gloeocapsa sp., Diplocolon sp., Chlorogloeopsis sp., Calothrix sp.,
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Aulosira fertilissima S.L.Ghose e Trichormus variabilis (Kiitzing ex Bornet & Flahault)
Komarek & Anagnostidis.

Rastogi e Incharoensakdi (2014) realizaram a caracterizacdo dos compostos protetores
de radiagdo ultravioleta de Lyngbya sp. CU2555, quando cultivada em meio exposto a radiacao
ultravioleta. Para realizacdo do experimento, Lyngbya sp. foi cultivada em meio BG-11 so6lido
e, posteriormente, exposta por 72 h a radiagdo UVA, UVB, radiacdo fotossinteticamente ativa
e diferentes combinacdes destas. A exposicdo direta a radiagdo desencadeia a producao de
compostos fotoprotetores que foram extraidos e identificados por cromatografia e
espectrometria de alta resolugdo. Os principais compostos encontrados foram aminodcidos
similares as micosporinas (palitina, asterina e M-312) e a escitonemina, sendo a combinagao de
UVA e UVB mais eficiente na inducdo. Além disso, estes compostos apresentaram forte
atividade antioxidante e estabilidade frente a temperatura e radiacao ultravioleta, podendo ser
utilizados como substituto aos fotoprotetores organicos, considerados contaminantes
emergentes.

Desta forma, as cianobactérias podem ser exploradas numa perspectiva de biorrefinaria
de pigmentos, especialmente, devido as diferengas de polaridade de ficobiliproteinas e
carotenoides e escitoneminas, facilitando os processos de separacdo. Ao cultivar as
cianobactérias para extragdo de ficobiliproteinas, a biomassa remanescente pode ser empregada
para extracdo ou uso de carotenoides e escitoneminas ou vice-versa (TAVANANDI; VANJARI;
RAGHAVARAOQ, 2019). Winayu et al. (2021) realizaram o cultivo de Thermosynechococcus
sp. CL-1 e obtiveram sucesso na produg¢do de ficocianina, ficoeritrina, aloficocianina,
zeaxantina e -caroteno. Outros estudos também tém buscado a otimizacao das condigdes de
cultivo para a produgdo concomitante de ficobiliproteinas e carotenoides (PAGELS et al.,
2020a).

A bibliografia para pigmentos de cianobactérias, em especial de ficocianinas, ¢ extensa,
uma vez que estao diretamente relacionados com o processo de fotossintese. Entretanto, a busca
pela produ¢do comercial tem se intensificado apenas na ultima década, visando atender as
tendéncias de mercado e legislagdes ambientais cada vez mais restritivas (SILVA et al., 2020).
A produgdo e concentracao dos pigmentos relacionam-se diretamente as condigdes em que as
cianobactérias sdo expostas, uma vez que, além de obtencdo direta de energia, estdo
relacionados a mecanismos de defesa e adaptagdo as variaveis ambientais. Entretanto, o tipo de
pigmento e a capacidade de producdo sdo determinados pela variabilidade genética, o que

justifica a busca por novos exemplares diretamente na natureza.
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2.5 Cultivo de cianobactérias para produg¢io de pigmentos

O cultivo de cianobactérias em grande escala pode ser conduzido em tanques abertos
(lagoas) ou reatores fechados (fotobiorreatores), tendo cada um suas vantagens e desvantagens.
Devido ao baixo custo, a producdo comercial de cianobactérias estd centrada em algumas
espécies cultivadas em lagoas abertas em condicdes seletivas ou numa alta taxa de crescimento.
As lagoas do tipo raceway (ou de rolamento), sdo frequentemente empregadas para o cultivo
comercial de Arthrospira. Estas lagoas consistem numa vala rasa (por volta de 15 cm de
profundidade) revestida por membranas plésticas onde a agitacdo € realizada por uma grande
roda de pas (RICHMOND, 2013). Entretanto, muitas espécies ndo podem ser cultivadas nestes
sistemas abertos devido ao alto risco de contaminac¢do por fungos, bactérias, protozoarios, ou
mesmo, outras microalgas (TREDICI, 2004; DUAN; SHI, 2014).

Um fotobiorreator pode ser considerado como um reator onde organismos fototroficos
crescem ou sdo utilizados para efetuar uma reagdo fotobioldgica. Os fotobiorreatores oferecem
ambientes fechados que permitem maior controle de nutrientes, pH e balango de CO2 e reduzem
a possibilidade de contaminagao por cepas de algas nativas ou outros organismos. Isto viabiliza
o cultivo de diversas espécies, muitas das quais podem ser fontes interessantes de compostos
de elevado valor (GROBBELAAR, 2004; TREDICI, 2004; RICHMOND, 2013; DUAN; SHI,
2014). Existe uma grande variedade de fotobiorreatores, sendo os tubulares, em placas planas
(flat-plate) e em coluna os mais comuns. Os tubulares envolvem longos tubos, geralmente
horizontais, de no maximo 10 cm, o que gera uma alta eficiéncia fotossintética, mas também
acumulo de oxigénio, incrustagdes nas paredes e estratificagdes de pH. Ja os fotobiorreatores
de placas planas consistem em finos painéis transliicidos onde a cultura circula, podendo ser
aerado. Estes modelos apresentam grande area superficial iluminada e eficiéncia fotossintética,
mas com certo estresse hidrodindmico, dificil controle de temperatura e alto custo de scale up
(TREDICI, 2004).

Nos fotobiorreatores em coluna, a agitagdo/arejamento/mistura ¢ realizada pela inje¢ao
de ar (ou outros gases) em sua base, permitindo uma elevada transferéncia de massa e uma boa
mistura a um baixo consumo de energia. Estes fotobiorreatores podem ser do tipo coluna de
bolhas (bubble column) ou air-lifts. O tipo coluna de bolhas ¢ basicamente um recipiente
cilindrico com um distribuidor de gas na parte inferior, enquanto no air-/ift esta coluna ¢
dividida em tubo ascendente, onde ocorre a injecdo de gas que se libera na parte superior, € 0
tubo descendente para recirculagao com fluxo mais brando e menos gaseificado. O baixo custo
de manutencao e operagao do bubble column o torna muito atrativo. Como desvantagem, tém

menor area de iluminacdo, o que prejudica a eficiéncia fotossintética (KRISHNA; BATEN,
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2003; KANTARCI; BORAK; ULGEN, 2005). Por outro lado, ajustes na taxa de irradiagdo e
no tempo de mistura podem otimizar a eficiéncia fotossintética (YOON; SHIN; PARK, 2008).

No geral, poucos fotobiorreatores sao utilizados para o cultivo em massa de microalgas
devido as limitagdes durante o aumento de escala. Muito se deve ao baixo retorno positivo de
energia ou econdomico frente a lagoas abertas, especialmente em processos de producao de
compostos de baixo valor agregado ou biocombustiveis (DASAN et al., 2019). Por outro lado,
fotobiorreatores bubble column tém potencial para produgdo ambientalmente sustentavel de
biomassa, dependendo de extenso estudo de otimizacdo das condi¢des de cultivo (HULATT;
THOMAS, 2011). No caso dos fotobiorreatores bubble column, o design simples, a facil
operagao e a economia de energia o tornam atrativo para o escalonamento (BRANCO-VIEIRA
et al., 2012; SEO et al., 2012).

Para produc¢ao de pigmentos, o sistema de cultivo ideal € aquele que gera, ndo s6 uma
elevada produtividade de biomassa, mas também uma elevada concentragdo de pigmentos —
num baixo custo de manutencio, extragio e purificagio (KLEPACZ-SMOLKA et al., 2020).
Isto, teoricamente, tende a ser mais viavel em fotobiorreatores, especialmente quando a
finalidade do uso requer maior grau de pureza, uma vez que nele as condicoes de cultivo podem
ser melhor controladas. Embora o fornecimento de macro € micronutrientes, o balango de CO»,
temperatura e pH especificos sejam necessarios para se obter produtividade maxima, a luz é o
pilar central para producdo de biomassa e metabodlitos de cianobactérias e, geralmente, o

primeiro fator a ser ajustado (RICHMOND, 2013; DUAN; SHI, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Isolar cianobactérias de agudes inseridos em area de Mata Atlantica preservada no

municipio de Santa Cruz Cabralia, Bahia, e seleciond-las com base na producao de biomassa e

pigmentos.

3.2 Objetivos especificos

Isolar cianobactérias a partir das amostras coletadas em trés agudes inseridos em area
de Mata Atlantica preservada do municipio de Santa Cruz Cabralia, Bahia;

Realizar a identificacdo morfologica das cepas isoladas;

Identificar as cepas selecionadas por analise filogenética a partir de sequenciamento do
gene de RNAr 16S;

Selecionar, dentre as cepas isoladas, aquelas com potencial para producdo de
ficobiliproteinas, carotenoides e/ou escitoneminas;

Avaliar os efeitos da cor da luz e da intensidade luminosa sobre a produgdo de biomassa
e pigmentos nas cepas selecionadas.

Realizar o cultivo das cepas selecionadas em fotobiorreator tubular bubble column.

Realizar purificagdo e caracterizagdo parcial da ficoeritrina de Leptolyngbya sp.5 B1.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Acesso ao patrimonio genético e locais de coleta

As coletas foram realizadas em areas preservadas de Mata Atlantica em propriedades
rurais no entrono da Esta¢do Ecoldgica do Pau-Brasil, tendo suas coordenadas previamente
cadastradas no SISGEN por meio do cadastro de acesso nimero AD406CC (Apéndice A). Para
tal, trés amostras de 200 mL foram coletadas na coluna superficial da 4gua (até 25 cm de
profundidade) dos acudes indicados nas coordenadas da figura 03. As aliquotas foram
transportadas em frasco ambar de vidro em banho de gelo até o laboratorio para o isolamento
(SANT’ANNA et al., 2006a).

-39.225

Ttapebi Belmonte
o
5’3 Ttagimirim ~ ...~
W ]
i ! Santa Cruz Cabrélia
Eundpolis N
0 1.100 2.200 km 0 Porto Seguro
| & | 1tabela 0 W BT
] [ —
g 1 ]
S "
Santa Cruz| Cabrélia T ——r
Parto Seguro
0 200 400 km 0 1.000 2.000 m
b3

-39.225 -39.210

Figura 03: Localizagdo dos pontos de coleta no entorno da Estacdo Ecologica do Pau-Brasil. Ponto de
coleta 1: 16°22'40,5" S x 39° 11'22,0" W; Ponto de coleta 2: 16°21'51,7" S x 39° 11' 53,3" W; Ponto
de coleta 3: 16° 21' 23,1" S x 39° 11' 19,9" W. Elaboragdo propria a partir de base de dados do IBGE
utilizando sistema de referéncia SIRGAS 200 Z22 e sistema de projecdo UTM.

4.2 Procedimento de isolamento

O isolamento foi realizado por meio das técnicas de esgotamento (spread plate) e pela
técnica de pescaria utilizando os meios BG-11 e ASM-1 acrescidos de 50 pg-L' de
cicloheximida (antibiodtico para evitar o crescimento de microalgas eucarioticas e fungos) nas
formas liquida e so6lida (com 1% (m/v) de agar), respectivamente. A composi¢do dos meios
empregados fora definida por Waterbury (2006) e Jacinavicius et al. (2013), apresentada na

Tabela 04. Com auxilio de solu¢des de acido cloridrico ¢ hidroxido de s6dio com concentragao



30

de 1 mol-L™!, o pH dos meios foi ajustado para entre 7,39 ¢ 7,41. O meio, assim como todos os
materiais para o isolamento, foram autoclavados (120°C por 30 min) e toda manipulagdao do
meio e os procedimentos para isolamento ocorreram em camara de fluxo laminar nas
adjacéncias de chama de lamparina a fim de evitar contaminagdes. A incubacao se deu em estufa
BOD (Biochemical Oxygen Demand) com fotoperiodo de 12 h claro/ 12 h escuro, intensidade

luminosa de cerca de 20 pmol-m?-s™! e temperatura de aproximadamente 25°C.

Tabela 04: Composicio dos meios utilizados nos procedimentos de isolamento e cultivos.

Concentracio (g-L)

Composto BG-11 ASM-1
Nitrato de so6dio 1,500 0,1700
Fosfato acido dipotassio tri-hidratado 0,040 0,0174
Citrato férrico amoniacal 0,006 -
Cloreto de calcio di-hidratado 0,036 0,0290
Sulfato de magnésio heptahidratado 0,075 0,0490
Carbonato de sodio 0,020 -
Acido citrico 0,006 -
EDTA 0,001 0,0074
Cloreto de magnésio hexa-hidratado - 0,0410
Fosfato de s6édio dodeca-hidratado - 0,0356
Acido bérico 2,86x107 2,84x107
Cloreto de manganés tetra-hidratado 1,81x1073 1,39x1073
Sulfato de zinco hepta-hidratado 2,20x10* -
Molibdato de so6dio 3,90x10* -
Sulfato de cobre penta-hidratado 8,00x107 -
Nitrato de cobalto hexa-hidratado 5,00x10°° -
Cloreto de ferro hexa-hidratado - 1,08x103
Cloreto de zinco - 3,35x10*
Cloreto de cobalto hexa-hidratado - 1,90x10°3
Cloreto de cobre di-hidratado - 1,40x10°

Elaborado com base em Waterbury (2006) ¢ Jacinavicius et al. (2013). Os meios foram preparados em
formas concentradas e diluidos para se aproximarem das concentragdes listadas.

No isolamento por esgotamento, aliquotas de 50 pL. das amostras foram inoculadas na
superficie do meio s6lio em placa de Petri e espalhadas com auxilio de al¢a de Drigalski (spread
plate). Ao longo de 21 dias de incubagdo as placas foram analisadas e a sele¢do das coldnias se
deu com base em diferencas de coloragao, forma ¢ consisténcia. As coldonias coletadas foram
submetidas a um novo esgotamento (estrias) em mesmo meio € incubacao por mais 14 dias. A

partir destas, foram coletados microrganismos com auxilio de al¢a de inoculagao e transferidos
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para 5 mL do respectivo meio liquido para estabelecimento do banco de cepas. No caso daquelas
filamentosas que formaram “tapetes”, realizou-se o repique com uma 4area de cerca de 9 mm?
para 5 mL do respectivo meio liquido, sendo incubados por sete dias e recolhida aliquota de 50
uL para um novo spread plate, a fim de evitar contaminagdes e/ou mistura de cepas. Apos mais
14 dias de incubacdo, foi realizado novo repique das cepas para meio liquido respectivo,
constituindo parte do banco de cepas.

J& para o isolamento por pescaria, foram seguidas as recomendagdes de Jacinavicius et
al. (2013). Adicionou-se a uma lamina previamente flambada uma gota de amostra ambiental e
algumas gotas (cerca de 8) de meio estéril (ASM-1 ou BG-11). Ao microscopio (Nikon 104c,
objetiva de 10x), visualizou-se a espécie a ser isolada e, com auxilio de uma pipeta Pasteur
adaptada (afinada em bico de Bunsen para formagao de capilar), realizou-se a sua transferéncia
para as gotas de meio estéril. O processo foi repetido até que se obtivesse apenas uma espécie
€ com menor contaminagdo por bactérias. Com a espécie isolada, esta foi transferida para tubo
de ensaio contendo 5 mL de meio liquido. Para cada espécie, quando disponiveis, pelo menos
cinco individuos foram isolados e incubados por 7 a 14 dias. Em seguida, a partir daqueles em
que se constatou o crescimento, realizou-se o spread plate e, apds 14 dias de crescimento, foi
realizado o repique para tubo de ensaio contendo 5 mL do respectivo meio liquido, compondo
o banco de cepas. A Figura 04 apresenta o fluxo do processo de isolamento tanto por

esgotamento quanto por pescaria.

4.3 Identificacao de cianobactérias isoladas

Primeiramente, realizou-se a identificagdo taxondmica de todas as cepas com base nas
caracteristicas morfologicas, apds a selecdo, realizou-se a avaliacdo genética com base no
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA apenas das cepas de melhor produtividade de
pigmentos. A identificagdo baseada em morfometria foi realizada em microscopio 6ptico com
aumento de 400 e 1000 vezes, seguindo chave de identificagdo e imagens de espécies
representativas proposta por Komarek e Anagnostidis (2005) e Komarek e Johansen (2015a,b),
além do banco de dados Cyano 2.0 (KOMAREK et al., 2014; HAUER; KOMAREK, 2020).
Para tal, colocou-se uma gota de amostra oriunda do cultivo sobre uma lamina de vidro, que foi
posteriormente coberta com laminula. A observacdo se deu em microscopio Optico (Motic
Panthera U trinocular), e as imagens capturadas por camera de celular Motorola One Fusion
(48 Mpx) e processadas no software Imagel. Para realizacdo das medidas de comprimento e
largura das células utilizou-se régua micrométrica. Os aspectos observados nas analises

incluiram: morfologia externa; presenca ou auséncia de envelope mucilaginoso ou bainha



32

mucilaginosa; forma e dimensdes das células vegetativas; relagdo celular entre comprimento e
largura ou largura e comprimento; estrutura dos tricomas; forma do é4pice dos tricomas;
presenca ou auséncia de granulos e de aerdtopos; motilidade e presenca/auséncia de células
necridiais. O corante azul de metileno (1%) foi utilizado para evidenciar as bainhas
mucilaginosas. Foram analisadas pelo menos quatro laminas de cada cepa, sendo mensuradas

pelo menos 15 células em cada uma delas.

Ambientes

Amostras

Esgotamento Pescaria
Spread plate/
Spread plate . ‘ Z @y = <
- > 4 o8 X < [?

[

= Pelo menos 5 réplicas
Apo6s 14 a 21 dias de incubagdo EsSsEs

Repiquedodgar vy Incubagio por 7 a 14 dias

o \J‘ j | Apos 14 dias

S . Incubagio —
Esgotamento | estrias 7 dias

Apbs 14 dias

>

<

Banco de Isolados

Figura 04: Fluxo do processo de isolamento por pescaria e esgotamento até o estabelecimento do banco
de cepas. Autoria propria.
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4.3.1 Extracao de DNA, amplificacdo e sequenciamento parcial do gene 16S das
cepas selecionadas

O DNA total das cepas Phormidesmis sp. F2 e Leptolyngbya sp.5 B1 foi extraido
utilizando kit Fungal/Bacterial DNA MiniPre (D6005, Zymo Research) de acordo com
protocolo do fabricante e armazenado a -20°C até o momento do uso. As rea¢des de PCR foram
feitas em um volume final de 20 pL, contendo 10 pL de GoTaqg Colorless Master Mix 2x
(Promega), 0,6 uM da sequéncia direta do oligonucleotideo e 0,6 uM da sequéncia reversa do
oligonucleotideo, e 40 ng de DNA genémico, diluidos com &gua ultrapura estéril. Para
amplificacédo da regido de interesse foram utilizados os primers CYA359F (GGG GAA TYT
TCC GCA ATG GG) e uma mistura equimolar de CYA781Ra (GAC TAC TGG GGT ATC
TAA TCC CAT T) e CYAT781b (GAC TAC AGG GGT ATC TAA TCC CTT T). As reagdes
de amplificacdo foram conduzidas em termociclador (Veriti, Applied Biosystems) utilizando o
seguinte programa: desnaturacgéo inicial a 95°C por 5 min, seguida por 30 ciclos de desnaturacéo
a 95°C por 30 s, anelamento a 56°C por 40 s; extensdo a 72°C por 1 min e uma extensao final a
72°C por 5 min. As amostras de PCR foram avaliadas em gel de agarose 2% corados com
UniSafe Dye, visualizado sob luz UV e purificadas com Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter, Inc.). A quantificacdo dos produtos purificados foi realizada em fluorémetro (Qubit,
ThermoFhischer). A reacdo de sequenciamento foi executada em sequenciador ABI3730XL
DNA Analyzer, utilizando kit BigDye Terminator (Applied Biosystems). Apo0s o
sequenciamento, foi realizada a anélise dos eletroferogramas utilizando os programas Chromas

Lite (https://technelysium.com.au/wp/chromas/) e Geneious 4.8.3 (https://www.geneious.com)

para obtencdo das sequéncias consenso.

4.3.2 Analises filogenéticas

Apo6s a edigdo, as sequéncias obtidas foram confrontadas com sequéncias similares
depositadas no banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
utilizando o programa online Standard Nucleotide BLAST. As sequéncias ndo clonais com valor
de identidade superior a 99,0% foram utilizadas para compor a matriz de alinhamento
juntamente com a sequéncia de Synechocystis sp. PCC 6803 (AY224195.1), elencada como
grupo externo. Embora ndo tenham sido selecionadas a partir do BLASTn, adicionou-se
sequéncias representativas do gene 16S dos géneros Pantanalinema (K¥246483.2), Alkalinema
(KF246494.2) e Phormidesmis (NR_177013.1) em fun¢ao da similaridade morfolégica com as
cepas selecionadas. O alinhamento foi realizado via ClustalW e a estimativa filogenética foi

realizada por dois procedimentos analiticos: Maxima Verossimilhanca (ML) via 1Q-Tree 2.1.2


https://technelysium.com.au/wp/chromas/
https://www.geneious.com/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY224195.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF246483.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF246494.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_177013.1
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(POSADA, 2003) e Inferéncia Bayesiana (IB) por meio do MrBayes 3.2.7a (RONQUIST et al.,
2012). A robustez da arvore filogenética de ML foi estimada usando analise bootstrap com
1.000 replicagdes. Para a analise Bayesiana foram realizadas duas execu¢des separadas com
quatro cadeias cada e 1.000.000 gera¢des de Monte Carlo da Cadeia Markov (MCMC). O
HKY+G foi utilizado como modelo de substitui¢do na IB, a partir de sua indicacdo no
jModelTest2. As cadeias foram executadas um milhdo de geracdes e as arvores selecionadas a
cada 1000 geragdo. A arvore consenso foi calculada apds a combinacao das execugdes menos
0 burn-in de 25%. Todos os programas foram utilizados por meio da plataforma CIPRES

(www.phylo.org). As topologias foram ilustradas com FigTree v. 1.4.4.

4.4 Selecio das cianobactérias isoladas

A seleg¢ao dos microrganismos se deu a partir da analise do crescimento no meio liquido
em que fora isolado e da detec¢do de pigmentos na biomassa obtida a partir deste cultivo. Na
natureza, os microrganismos estabelecem diversas interagdes com o meio € com outros
organismos que nao podem ser reproduzidas em laboratdrio. Algumas cianobactérias dependem
de relacdo simbidtica ou de fatores de crescimento especificos com vitaminas para crescerem
em alta densidade. Culturas de baixa densidade em meios generalistas, como o BG-11 e ASM-
1, ndo sdo interessantes para sistemas de producao, pois podem torna-los ineficazes (LEE et al.,
2013).

Para acompanhar o crescimento dos microrganismos determinou-se a concentragdo de
clorofila a, a cada 48 horas, a partir do cultivo das cepas em erlenmeyer de 500 mL com 300
mL do respectivo meio em que fora isolado. Embora os dados de crescimento sejam
normalmente determinados a partir da concentracao de células por mililitro, obtida pela
contagem de células isoladas, em colonias ou filamentos numa cadmara de Newbaiier ou
Utermohl, o banco de cepas incluia cianobactérias filamentosas que crescem em arranjo
extremamente emaranhado, formando aglomerados densos. Desta forma, contagens a partir de
pequenas aliquotas poderiam resultar em dados de baixa qualidade e pouco adequados para

comparacdo (JIANG; YU; PEI, 2021).

4.4.1 Preparo do inoculo
O preparo dos inoculos se deu a partir da transferéncia, com auxilio de micropipeta, de
uma aliquota de 0,5 mL do banco de cepas para tubo de ensaio contendo cerca de 4,5 mL de

meio e incubados numa intensidade luminosa de cerca de 15 umol-m™-s™, fotoperiodo de 12 h


http://www.phylo.org/
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claro/ 12 h escuro e temperatura de aproximadamente 25°C. Constatado o crescimento nos tubos
de ensaio, realizou-se a transferéncia dos 5 mL de cultivo para erlenmeyer de 125 mL, contendo
45 mL de meio liquido. Nesta etapa, a incubagdo se deu sob uma intensidade luminosa de cerca
de 15 pmol-m™-s™! (gerado por lampada tubular Empalux LT31016), fotoperiodo de 12 h claro/
12 h escuro, temperatura ambiente e agitacdo promovida pela injecdo de ar atmosférico filtrado
(filtro bacteriano BeCare HME) num fluxo de cerca de 281,5 mL-min' medido com rotimetro
(Omega, modelo FT-062-01-CA-VN). Ao final de 14 dias, estes cultivos foram coletados em

ambiente estéril e utilizados como in6culo para a etapa de producao de biomassa.

4.4.2 Cultivo para obtencio de biomassa e extracdo de pigmentos

Os 50 mL dos inoculos obtidos no item 4.4.1 foram transferidos para erlenmeyers de
500 mL contendo 300 mL de meio e incubados sob uma intensidade luminosa de cerca de 15
umol-m?-s' (gerado por lampada tubular Empalux LT31016), além de iluminagio com
lampada UVA/UVB (Lampada JBL, T8 de 15 W, 36% UV-A + 8% UV-B) durante duas horas
diarias — esta iluminagdo ¢ necessaria para estimular a produgao de fotoprotetores UV (SINGH
et al.,, 2008). A iluminacdo foi constante e a agitacdo foi promovida pela injecdo de ar
atmosférico filtrado num fluxo de cerca de 281,5 mL-min"' medido com rotimetro. O
crescimento foi acompanhado pela quantificagdo de clorofila @ em ciclos de 48 horas (Item
4.4.2.1). Ao final de duas semanas, a biomassa foi recuperada por centrifugacio (4000 rpm por
10 min) e avaliada quanto a presenca de ficobiliproteinas, carotenoides e escitoneminas por

métodos espectrofotométricos (JACINAVICIUS et al., 2013; ARASHIRO et al., 2020).

4.4.2.1 Extracao de clorofila ¢ para monitoramento do crescimento

A extracdo e determinagdo de clorofila a foi realizada com base na metodologia
especifica para cianobactérias de Yéprémian et al. (2017) e Ritchie (2008), executada em
ambiente com pouca luz. A biomassa de uma aliquota de 1 mL do cultivo foi recuperada por
centrifugagdo (10000 rpm durante 10 min, a 4°C) em microtubo de polipropileno e recoberto
com papel aluminio para evitar possivel degradacao fotoquimica do pigmento. Em seguida,
realizou-se a lavagem com &agua ultrapura e posterior centrifugacdo — repetido 2 vezes para
minimizar a presenca dos compostos do meio de cultivo. Para lise celular, realizou-se o
congelamento (24 h)/descongelamento das amostras em freezer a -20°C. Posteriormente,
adicionou-se 1 mL de etanol (90%), homogeneizou-se em vortex, e manteve-se a 75°C por 10
min em banho-maria. Por fim, os tubos foram postos em banho ultrassoénico com gelo por 10

min e centrifugados por 10 min, a 10°C e 10000 rpm. A absorbancia das amostras foi registrada
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no comprimento de onda de 665 nm, sendo posteriormente subtraido o valor registrado em 750
nm (turbidez residual) e seus respectivos ensaios em branco. Para obter as concentragdes de

clorofilas utilizou-se a Equagao 1.
Chls (ug-mL1) = [11,90 - (Asss —A7so) - Va] /(VsT) Equacio 1

Onde: 11,90: coeficiente de extingao para clorofila em etanol; Asss: Absorbancia em 665
nm; A7so: Absorbancia em 750 nm; V.: volume de extrato de etanol (mL); Vs: volume de

amostra (mL); I: caminho optico (cm).

4.4.3 Extracao de pigmentos alvos

Ao final do periodo de duas semanas, os cultivos realizados no item 4.3.2 tiveram a
biomassa recuperada por meio de centrifugacao (4000 rpm durante 10 min), lavada duas vezes
com agua destilada e congelada a -20°C para uso posterior. Para extragdo de ficobiliproteinas,
uma amostra de cerca de 0,02 g de biomassa foi transferida para microtubo de 1,5 mL,
adicionou-se 1 mL de tampdo fosfato (pH 7,4) refrigerado (4°C), homogeneizou-se em vortex
por 30 segundos e realizou-se cinco ciclos de congelamento (24 h a -20°C) e descongelamento
(1 h — temperatura ambiente), com homogeneizagdo em cada intervalo (CHITTAPUN et al.,
2020). Ao final dos ciclos, os microtubos foram mantidos em refrigerador (4°C) por overnight.
Por fim, a biomassa foi centrifugada (10000 rpm durante 10 min) e os sobrenadantes avaliados
em espectrofotdometro (7hermo Scientific, modelo Multiskan Go) nos comprimentos de onda de
A = 562 nm para ficoeritrinas; A = 615 nm para ficocianinas ¢ A = 652 nm para aloficocianinas
(ARASHIRO et al., 2020). Além das leituras em comprimento de onda especifico para detec¢ao
dos pigmentos de interesse, foram realizadas leituras de varredura para se determinar o pico
maximo de absorbancia, de modo a analisar outros possiveis grupos de compostos absorventes
de luz (ARASHIRO et al., 2020). O ensaio em branco foi realizado apenas com o tampao fosfato
e a relacdo entre as propor¢des de cada classe de ficobiliproteinas foi determinada pelas
equacdes especificas de acordo com Bennett e Bogorad (1973), respeitando os limites de

absorbancia entre 0,05 ¢ 1,0.

PC=(Ass—0474-Ags2) /5,34 Equacio 2
APC = (Ags2 — 0.208-Ag1s) / 5,09 Equacio 3
PE = [(As2 — 2.41-PC) — (0.849-4PC)] / 9.62 Equagio 4

Onde: PC — concentracdo de ficocianina na amostra (mg-mL™?); APC — concentragdo de
aloficocianina na amostra (mg-mL™); PE — concentrag&o de ficoeritrina na amostra (mg-mL™);

A, — a absorbancia num determinado comprimento de onda.
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Em fung¢do de serem pigmentos proteicos polares, a biomassa remanescente da extragao
de ficobiliproteinas foi empregada para extracao de outros pigmentos (WINAYU et al., 2021).
Para extracdo de carotenoides e escitoneminas foi utilizado acetato de etila, por 24 h sob
refrigeragdo, com posterior separagdao por centrifugagdo e recolhimento do sobrenadante. A
quantificacdo se deu por meio de leitura em espectrofotdmetro e aplicacdo das “equagdes
tricromaticas” relacionados com seus “coeficientes de extingdo” listados a seguir (KOKABI;

YOUSEFZADI, 2019).

Seyt = [(1,04-Aass) — (0.79-Asez) — (0.27-Ase)] / 112,6 Equacio 5

Car = [(1.02-A4sg) — (0.08-Asss) — (0.026-Asge3)] / 250 Equacio 6
Onde: Scyt — concentragdo de escitoneminas (mg-mL™); Car — concentracéo de carotenoides
totais (mg-mL™); Ay — a absorbancia num determinado comprimento de onda.

As equagdes foram desenvolvidas a partir da absorbancia de solugdes purificadas de
escitonemina, clorofila a, B-caroteno, mixoxantofila e equinenona (oriundos de Diplocolon sp.),
nos comprimentos de onda de 384 nm, 490 nm e 663 nm. Nos carotenoides, a contribuicao de
B-caroteno, equinenona e mixoxantofila sdo de, respectivamente, 67,5%, 23,5% e 10%
(PICHEL; CASTENHOLZ, 1991). Ensaio em branco (contendo apenas o solvente) foi
realizado para fins de correcdes.

Nesta etapa, o principal critério de sele¢do foi a presenga/concentragdo de pigmentos,
podendo ser considerados critérios adicionais, como o perfil de crescimento da cepa por meio

da relagdo entre a concentragdo de pigmento pela biomassa total.

4.5 Cultivo em fotobiorreator do tipo coluna de bolhas (bubble collumn)

Utilizou-se um fotobiorreator do tipo coluna de bolhas (bubble column) com capacidade
de 3,95 L e volume 1til de 3,5 L, equipado com duas lampadas tubulares Empalux LT31016;
sensor de pH e temperatura (FiveEasy, Mettler Toledo), rotametro (Omega, modelo FT-062-01-
CA-VN) para medir o fluxo de ar em ponto seguinte ao filtro do ar injetado por um compressor;
bomba de alimentagdo, através da qual sdo adicionados meio e indculo; aspersor de gas (pedra
porosa para aquarios); e valvulas de saida de ar, coleta de amostras e dreno. A disposicao destes
itens pode ser vista na Figura 05, além da esquematizagdo da circulagdo do meio e principais
medidas. A estrutura tubular translucida foi produzida em acrilico com espessura de
aproximadamente 0,45 cm. A concepgao e confecgdao do equipamento € de autoria do professor

orientador, Orlando Ernesto Jorquera Cortés.
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Figura 05: Diagrama esquematico da composi¢do e operacao do fotobiorreator. A — disposi¢ao
dos componentes do fotobiorreator e equipamentos essenciais para o correto funcionamento;
notar preencimento com liquido estatico. B — Dimensdes e regime de fluxo de biomassa no
fotobiorreator; Pc: altura na qual as amostras sdo coletadas; notar preenchimento com liquido
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em agitacdo e aumento do volume, variacdo esta correspondente a retencdo do gas (ec).
Elaborado com base em Khoo, Lam e Lee (2016).

4.5.1 Hidrodinamica do fotobiorreator

Os parametros hidrodindmicos do fotobiorreator consistiram em tempo de mistura (Tm),
retencdo de gas (gas hold-up — &) e velocidade superficial do gas (V). A medicao foi realizada
em diferentes fluxos de ar (0,6; 1,2; 1,8; 2,4; 3,0 L/min). A retencdo de gés consiste na fragao
do volume da fase gasosa dissolvida no liquido, sendo empregado o método da expansao
volumétrica para sua determinagdo (NWOBA et al., 2020), realizado trés vezes para cada fluxo
de ar. A equagdo para célculo ¢ detalhada na Equacgao 7.

£c=(Hr—He)/Ho Equacio 7
Onde: Hc corresponde a altura do liquido no fotobiorreator antes da aeracao e Hy a altura do
liquido quando aerado.

O tempo de mistura — tempo necessario para atingir pelo menos 95% da mistura
completa do liquido — foi determinado em meio bifasico, contendo apenas dgua e ar, através do
método de pulso de pH utilizando 4cido cloridrico a 35% (NWOBA et al., 2020). Para tal, o
fotobiorreator foi preenchido com agua deionizada até o volume operacional (3,5 L),

acidificado com a solugdo de 4cido cloridrico até o pH 2,0 e aerado por 20 min para expulsio

de carbonatos. Em seguida, o pH foi ajustado para 4,50 com solu¢do de NaOH a 12 M,
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adicionado 1 mL da solug@o de HCI 35% e a mudanca de pH foi monitorada utilizando pHmetro
digital (FiveEasy, Mettler Toledo). O tempo necessario para que o pH atingisse um valor
constante (estabilizacdo do pH do sistema) foi registrado, sendo realizado em triplicata. A
velocidade superficial do gas (UG, m-s™!) foi derivada do quociente da vazdo volumétrica de
ar e a area de sec¢do transversal da coluna do fotobiorreator. Os dados de € e tempo de mistura
estdo apresentados em funcdo da velocidade superficial do gas correspondente a cada vazao de

ar avaliada.

4.5.2 Cultivo

O cultivo se deu a partir de inoculo (10% do volume util) coletado em fase de
crescimento linear (12 dias de cultivo) em meio BG-11, mantido a temperatura ambiente
(méxima de 24°C), sendo os aspectos hidrodinamicos previamente caracterizados. O
monitoramento ocorreu a cada 24 horas e incluiu a mensuracdo do pH e da temperatura e a
coleta de amostras de 3 mL para acompanhamento da biomassa. A biomassa foi determinada
pela filtragdo das amostras em papel filtro (previamente seco em estufa por 48 horas e pesado)
com posterior secagem em estufa a 60°C por 24 horas e pesagem ap0s esfriar em dissecador
(LEE et al., 2013). Adicionalmente, realizou-se a extragao e quantifica¢do de ficobiliproteinas
a cada 4 dias de acordo com o item 4.5. Alguns parametros da cinética de crescimento e
produtividade foram determinados de acordo com os métodos descritos por Xie et al. (2015). A
produtividade de biomassa (Pgm) foi calculada de acordo com a Equagao 8. A produtividade de
ficocianina (Ppc) foi determinada pela Equacdo 9 e a velocidade méaxima de crescimento

especifico (Lmax) determinada pela Equacdo 10. Em todos estes casos se considera a massa seca

(&)
Pgy(ge - L7t -d™1) = AX /At

Equacio 8
Ppc(mg-L7t-d ) =X.-PC./t Equacio 9
Hmax(d 1) = dInX/dt Equacio 10

Onde: X, t, PC correspondem a concentragio de biomassa (g-L™!), tempo (dias) e rendimento

de ficocianina (mg-g™), respectivamente.

4.6 Avaliacao da influéncia da intensidade luminosa e cor de luz sobre a producio de
ficobiliproteinas pelas cepas selecionadas

Considerando que a cor da luz e sua intensidade luminosa sao os fatores mais relatados
na literatura para estimulo a produ¢ao de ficobiliproteinas, delimitou-se as cores com base nas

faixas otimas de absorcdo dos pigmentos: vermelho para clorofilas e ficocianina, verde para
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ficoeritrina, azul para outras clorofilas e pigmentos fotossintetizantes. A luz branca foi utilizada
como controle. As intensidades luminosas empregadas foram de 25, 50 ¢ 100 umol-m™2-s™! para
todas as cores. Para a execugdo simultanea das condig¢des testadas para cada cepa, foi construida
a estrutura esquematizada na Figura 06. As lampadas coloridas empregadas eram da AAA-top
(LED tubular T8, 30 cm, Collor, 5 W), enquanto as lampadas brancas foram da Granfei (linear
dupla de 30cm, 4,5 W e 640 lumens). Esta variagdo foi necessaria para que a intensidade
luminosa fosse a mesma em todos os casos. A agitacao se deu pela injecao de ar atmosférico
filtrado. Enquanto no cultivo de Phormidesmis sp. F2 empregou-se as cores branca, azul e
vermelha, para Leptolyngbya sp.5 Bl empregou-se as cores branca, verde e vermelha. Esta
diferenca se deve ao fato de uma produzir mais ficocianina e a outra mais ficoeritrina,
respectivamente. Os cultivos foram mantidos por 14 dias e avaliados o acimulo de biomassa

total e a produtividade de ficobiliproteinas.

25 50 100 25 50 100
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Figura 06: Esquema da estrutura e experimento de avaliacdo da influéncia da qualidade de luz e
intensidade luminosa sobre a producdo de pigmentos e biomassa de Phormidesmis sp. F2 (A) e
Leptolyngbya sp.5 Bl (B). Autoria propria.

4.7 Caracterizacio parcial de ficoeritrina de Leptolyngbya sp.5 Bl

4.7.1 Precipitacio em sulfato de amonia e dialise

O extrato foi inicialmente fracionado por meio de precipitacdo fracional com sulfato de
amonio solido, inicialmente a 25% de saturagao e, posteriormente, a 60%. Para tal, adicionou-
se lentamente 5,76 g de sulfato de amonio ((NH4)2SO4) a 40 mL de extrato (tampao PBS) sob
agitacdo constante, atingindo 25% de saturagdo. A solucdo foi mantida em repouso sob
refrigeracdo (4°C) por 16 horas e, posteriormente, centrifugada a 6000 rpm por 30 min a 4°C.

O pélete resultante era composto por proteinas menos hidrofilicas, sendo descartado. O
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sobrenadante foi coletado (reservada uma aliquota para andlises posteriores) e novamente
adicionado sulfato de amoénio até atingir 60% de saturacdo (mais 9,36 g do sulfato). A
precipitagdo ocorreu em repouso de 16 horas com posterior centrifugacdo a 1200 rpm por 30
min a 4°C (MISHRA; SHRIVASTAV; MISHRA, 2011; GHOSH; MISHRA, 2020b; GHOSH
et al., 2021). O pélete ressuspendido em 9 mL de tampao fosfato de sodio 10 mM (pH 7.,4) foi
adicionado em uma membrana de celofane e dialisado frente a 500 mL do tampao no qual foi
ressuspendido durante quatro ciclos de 4 horas. O teor de ficobiliproteinas foi acompanhado
em cada etapa da precipitagdo de acordo com o item 4.4.3 e a pureza foi determinada pela razao

entre a absorbancia a 562 e 280 nm para ficoeritrina (WINAYU et al., 2021).

4.7.2 Cromatografia Liquida Rapida de Proteinas (FPLC)

O dialisado foi novamente fracionado em uma coluna de troca anidnica Mono Q
(Cytivia, 5/50GL) de 5 x 50 mm, com grupo carregado de (-CH>-N"(CH3)3), em equipamento
de cromatografia liquida de proteina rdpida (Amersham Biosciences, AKTA 10). Apds a
lavagem com tampao (fosfato de sodio a 10 mM, pH 7,40), eluiu-se a coluna com um gradiente
linear de concentragio ionica crescente de NaCl (de 0 a 500 mM), num fluxo de 1 mL-min™.
Para otimizar a separagdo dos picos, estabeleceu-se um gradiente em dois estagios, aumentando

o volume de eluente para 20 mL entre os picos de absorbancia elevada a 562 e 280 nm. (TANG

et al., 2016).

4.7.3 SDS-PAGE
A eletroforese em gel de poliacrilamida em dodecil-sulfato de s6dio (SDS-PAGE) foi

realizado utilizando gel de poliacrilamida a 12,5% (p/v), 1,5 mm de espessura, contendo 0,1%
(p/v) de SDS com empilhamento gel de 4% de acrilamida e 0,1% de bisacrilamida. As amostras
foram pré-incubadas com 20% de tampao de amostra (Tris-HCI a 250 mM e pH 6,8; 30% (v/v)
glicerol; 9,2% (p/v) SDS, 20% (v/v) B-mercaptoetanol, 1% (p/v) de azul de bromofenol) num
ciclo de desnaturacao. As amostras foram separadas usando uma voltagem constante de 60 V a
12°C e visualizado por coloragcdo com azul brilhante Coomassie R 250 em metanol/4cido
acético/agua (4:1:4, v/v/v) e registrado em transiluminador. Os pesos moleculares das
subunidades foram determinados calibrando o gel com marcadores de baixo peso molecular. O
peso molecular foi determinado a partir da permeabilidade dos padrdes utilizando o software

GelAnalyzer 19.1.
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4.8 Tratamento estatistico

As analises executadas em algumas das etapas t€m carater apenas qualitativo, apontando
a presenca e a auséncia, seja de crescimento/produ¢ao de biomassa ou de pigmentos. Os dados
obtidos nas etapas 4.4.3, 4.5.1 e 4.5.2 e aqueles relativos a biomassa de 4.4.2 foram analisados
quanto a presenca de outliers, por teste IQR (Inter-quartil); sua distribui¢do (normal ou nao-
normal) via teste de normalidade de Shapiro-Wilk; para os ndo-normais aplicou-se o teste de
Kurskal-Wallis e post-hoc de Dunn; para os de distribui¢do normal verificou-se a
homoscedasticidade dos dados por teste de Levene. A partir deste, realizou-se a comparacao
por Anova de uma via e DHS de Tukey como post-hoc para os dados homocedasticos, € Anova
de Welch e teste de Games-Howel para dados heterocedasticos. Para comparagao apenas entre
dois grupos utilizou-se o Teste T-student, uma vez que se demostraram normais. A influéncia
dos fatores ¢ sua combinagao na avalia¢do da influéncia de cor de luz e intensidade luminosa
(item 4.6) foi avaliada por Anova de duas vias por meio do IBM SPSS Statistics. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata (n=3) e o nivel de significancia foi mantido menor

que 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento

A partir dos pontos de coleta com coordenadas e imagens indicadas na Figura 03 foram
1solados microrganismos filamentosos (15) e unicelulares (02), distribuidos em quatro familias
e oito géneros. A distribuicdo nos tdxons, seus respectivos meios de cultivo e técnicas de

isolamento estdo dispostos na Tabela 05.

Tabela 05: Codificacao utilizada nos experimentos e resumo dos taxons isolados.

Ponto de Técnica de Meio de

Cad. . . Taxons
coleta isolamento cultivo

A4 Esgotamento ASM-1 Leptolyngbya sp.3 A4
Acude 1: A7 Esgotamento ASM-1 Arthronema sp. A7
16°22'40,5"S F1 Pescaria BG-11 Monilinema sp.1 F1
39°11'22,0"W  F2 Pescaria BG-11 Phormidesmis sp. F2

F3 Pescaria BG-11 Planktolyngbya contorta F3

FA3 Esgotamento BG-11 Leptolyngbya sp.1 FA3
?gj‘zdﬁ 521: g 8A4 Esgotamento BG-11  Synechococcus sp.1 8A4
39°11'53:3"W 4H5 Pescaria BG-11 Synechococcus sp.2 4H5

Al Esgotamento ASM-1 Pseudanabaena sp.1 Al

A2 Esgotamento ASM-1 Pseudanabaena sp.2 A2

A3 Esgotamento ASM-1 Leptolyngbya sp.2 A3

AS Esgotamento ASM-1 Pseudanabaena sp.1 A5
?g:lzdﬁ 233: 1S A10 Esgotamento ASM-1 Leptolyngbya sp.1 A10
39°11' 9:9"W Bl Pescaria BG-11 Leptolyngbya sp.5 Bl

B2 Esgotamento BG-11 Leptolyngbya sp.4 B2

B4 Esgotamento BG-11 Pseudophormidium sp. B4

B5 Esgotamento BG-11 Monilinema sp.2 B5

As cepas pertencem as ordens Synechococcales e Oscillatoriales. A ordem Nostocales
foi frequente nas amostras ambientais e diversos filamentos heterocitados foram pescados na
etapa de isolamento, especialmente do género Anabaenopsis (Wotosz.) V. V. Miller, entretanto,
nao se desenvolveram no meio liquido. Em sua tese, Vasconcellos (2010) também nao obteve
sucesso no isolamento de Nostocales em meio BG-11 contendo fonte de nitrogénio, apontando
que presenca de compostos nitrogenados favorece o crescimento de espécies homocitadas e
nenhuma cepa heterocitada se desenvolveu. Membros de Chroococcales chegaram a ser
constatados no esgotamento, mas também ndo sobreviveram até as etapas finais do isolamento.
Variagdes de meio de cultivo e maiores repeticoes das etapas iniciais do isolamento poderiam

ampliar a eficiéncia do isolamento, de modo a maximizar a biodiversidade abordada. Contudo,



44

esta pesquisa esta norteada por aspectos praticos, como o rapido crescimento dos tdxons € nao
o estudo total da biodiversidade presente nos ambientes de coleta.

O género Leptolyngbya Anagnostidis et Komarek correspondeu a 35% das cepas
isoladas. A alta ocorréncia deste género pode ser explicada pela grande quantidade de plantas
aquaticas nos pontos de coleta que poderiam estar recobertas por perifiton (SANT’ANNA et
al., 2006b). A seguir ¢ apresentada a caracterizacdo das cepas isoladas e sua discussdo

taxondmica.

5.1.1 Caracterizaciao taxonomica do material isolado

Phormidesmis sp. F2

Tricomas cilindricos, moniliformes, longos ¢ emaranhados, formando massas densas
(Figura 07 A), constritos nas paredes transversais, ndo atenuados € ndo captados, sem granulos
nos septos (Figura 07 B). Bainha mucilaginosa e aerotopos ausentes. Células um pouco mais
largas que longas, com 1,8 a 2,7 pm de diametro e 0,9 a 1,8 pm de comprimento, e relagao
largura/comprimento de 1,5 a 2,0, tendendo a isodiamétricas ao final dos tricomas. Células
apicais arredondadas (Figura 07 C). Contetido celular homogéneo e reproducdo por
fragmentacgdo dos tricomas, sem c¢lulas necridiais (Figura 07 D).

As caracteristicas morfologicas dos espécimes analisados se aproximam daquelas
consideradas diagndsticas para um complexo de géneros, como Monilinema C.F.S. Malone et
al. (MALONE et al., 2021), Pantanalinema M.G.M.V. Vaz et al., Alkalinema M.G.M.V. Vaz et
al. (VAZ et al., 2015) e Phormidesmis Turicchia et al. (TURICCHIA et al., 2009), tais como:
tricomas homocitados moniliformes, sem ramificacdo, células isodiamétricas ou mais longas
ou mais curtas do que largas, células terminais arredondadas, sem caliptra e auséncia de células
necridiais. Todos estes géneros possuem semelhangas morfologicas entre si, tendo sido
delimitados através de analises genéticas baseadas no gene 16S RNAr. Apesar das semelhangas
morfologicas, todos estes géneros sdo referidos para ambientes alcalinos: Monilinema,
Pantanalinema e Alkalinema sdo referidos para lagos alcalinos do pantanal brasileiro, enquanto
Phormidesmis foi referida para pantanos alcalinos em Belize, diferindo dos espécimes
analisados que foram coletados em agudes nao alcalinos.

Com relagdo a bainha, Pantanalinema apresenta bainha obrigatoria, enquanto
Alkalinema possui mucilagem difluente presente, diferindo do tdxon em andlise que nao
apresentou nem bainha firme e nem mucilagem em qualquer momento do cultivo. Monilinema,
por sua vez, apresenta bainha de forma rara, mas suas células sao sempre isodiamétricas, o que

nao foi observado nos espécimes estudados, dada a variagdo morfométrica ocorrente, inclusive,
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ao longo de um mesmo tricoma. Desta forma, o conjunto de dados possibilitou a inclusdo do
taxon avaliado no género Phormidesmis. Apesar das caracteristicas morfoldgicas da cepa serem
muito proximas a espécie tipo deste género, P. mollis (Gomont) Turicchia et al., os aspectos
ecoldgicos impossibilitam a defini¢do deste tixon em nivel especifico. A diversidade genotipica
existente neste grupo associada a auséncia de variabilidade morfologica, requer a realizagdo de

analises moleculares para uma identificagdo especifica mais acurada.

Figura 07: Phormidesmis sp. F2 (material de cultura): A — filamentos emaranhados, destaque para
hormogonio (seta); B — células mais largas que longas na regido mais central do tricoma; C — tricoma
constrito; D — Destaque para célula apical e hormogonio (seta). Escalas: 10 pm.

Monilinema sp.1 F1

Filamentos longos, cilindricos e densamente emaranhados (Figura 08 A). A bainha ¢
facultativa, individual, incolor e delgada (Figura 08 B). Os tricomas sdo constritos, retos ou
flexiveis, ndo atenuados ou captados (Figura 08 C). Aer6topos e granulos nos septos ausentes.
Células quadraticas, com diametro de 1,9 a 2,1 um e 1,6 a 2,0 um de comprimento, com uma
relagdo largura/comprimento de 1,0 a 1,2. Células apicais conico-arredondadas (Figura 08 D).
Conteudo celular verde azulado homogéneo e reproducdo por fragmentacao dos tricomas por
meio de células necridiais (Figura 08 E) ou ndo.

De acordo com a discussao taxonomica ja apresentada para o tdxon anterior, ¢ possivel
alocar os espécimes estudados desta amostra no género Monilinema, o qual apresenta bainha
relativamente rara, mas quando presente apresenta-se firme, além das células isodiamétricas e
célula apical podendo ser conica-arredondada. Com relagdo aos aspectos ecologicos, esta
amostra também difere da descri¢ao original da espécie tipo do género, Monilinema alkalinum
C.F.S. Malone et al. (MALONE et al. 2020), a qual foi coletada em lagos alcalinos do pantanal
brasileiro. Desta forma, somente com a realizagdo de andlises moleculares serd possivel a

determinagdo especifica desta cepa.
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Figura 08: Monilinema sp.1 F1 (material de cultura): A — tricoma reto e longo; B — filamento com
detalhe da bainha firme (seta); C — tricoma com células aparentes e hormogonio curto (seta); D — tricoma
constrito com célula apical conico-arredondada (seta); E — tricoma com célula necridial (seta). Escalas:
10 pm.

Monilinema sp.2 B5

Tricomas moveis, medindo ndo mais que 200 pm de comprimento, cilindricos, retos,
constritos (moniliformes), ndo atenuados e ndo captados (Figura 09 A). Embora apresente
mucilagem corada com azul de metileno, esta ndo forma bainha (Figura 09 B). As células
variam de quadraticas a mais largas que longas, com 2,3 a 2,7 um de diametro e 1,5 a 2,2 um
de comprimento, e relagdo largura/comprimento de 1,2 a 1,5. Células apicais arredondadas
(Figura 09 A). Contetido celular homogéneo. Aerotopos e granulos nos septos ausentes. A
fragmentagdo do tricoma ocorre por meio de desintegragdo de células (Figura 09 C-E),
formando hormogdnios moveis.

Este taxon apresentou caracteristicas peculiares quando comparado aqueles outros
estudados, contudo, a analise dos seus dados morfométricos, como o aspecto moniliforme do
seu tricoma e o padrao celular, possibilitou o seu enquadramento dentro do género Monilinema.
A sua identificacdo especifica ndo foi possivel, especialmente devido ao habitat para o qual a
espécie tipo, M. alkalinum, foi relatada - lagos alcalinos do pantanal brasileiro (MALONE et
al., 2021), destoando ecologicamente dos agudes em que o material analisado foi coletado,
evidenciando a necessidade de realiza¢do de analises que acessem a sua diversidade genética

para corroboragao.
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Figura 09: Monilinema sp. 2 B5 (material de cultura): A — tricomas com seta indicando célula apical; B
— tricoma corado com azul de metileno indicando a presenca de fina camada de mucilagem; C — detalhe
de resquicio de célula degenerada onde ocorreu a fragmentagdo do tricoma; D — tricoma com células
mais quadraticas e células em processo de degeneracdo; E — filamento fragmentado a partir de células
degeneradas (seta). Escalas 10 um.

Leptolyngbya sp.1 FA3 e Leptolyngbya sp.1 A10

Os filamentos desta cepa formam emaranhados densos, sdo cilindricos, flexuosos a
levemente espiralados, com bainha individual e aberta (Figura 10 A, B, D, E). Os tricomas sao
imoveis, cilindricos, ndo constritos € com paredes transversais de dificil visualizacdo, ndo
atenuados ou captados (Figura 10 C, D). Sem aer6topos e com 1 a 2 granulos nos septos (Figura
10 C, F). As células sdo mais longas que largas, com 1,4 a 2,4 um de didmetro ¢ 2,4 a 4,6 um
de comprimento, ¢ relacdo largura/comprimento de 0,5 a 0,6. Células apicais cilindrica-
arredondadas, sem caliptra (Figura 10 B, D). O contetido celular ¢ homogéneo e os tricomas
formam hormogonios moveis sem a presenga de células necridiais. Estas caracteristicas
morfométricas sao muito similares as apresentadas pela cepa A10, que difere apenas no aspecto
macroscopico ao apresentar coloragdo quase preta.

As caracteristicas deste tdxon sdo condizentes com as do género Leptolyngbya, em
especial a presenca de granulos e os tricomas iméveis (MALONE, 2010; KOMAREK et al.,
2014; KOMAREK; JOHANSEN, 2015b). Dentre os taxons descritos até o momento, 0s
espécimes analisados apresentam algumas caracteristicas similares a Leptolyngbya aeruginea
(Kutzing ex Hansgirg) Komarek, especialmente a morfometria e a ocorréncia em ambiente
dulcicola. Contudo, L. aeruginea é relatada apresentando filamentos densamente espiralados
(KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 2005), adicionlamente, esta espécie nio apresenta a
ocorréncia de granulos nos septos, diferindo do observado nas amostras estudadas. Dessa

forma, ndo foi possivel a definicdo em nivel especifico deste tdxon.
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Figura 10: Leptolyngbya sp.1 (material de cultura) - Leptolyngbya sp.1 FA3: A — detalhe da bainha
aberta corada com azul de metileno (seta); B — bainhas aparentes (setas) e formagdo de hormogonios
por fragmentagdo e destaque para célula apical cilindrica-arredondada (seta branca); C — filamento com
destaque para os granulos aos pares nas células (seta); Leptolyngbya sp.1 A10: D — filamento com
destaque para célula apical cilindrica e bainha aberta (seta); E — filamento em fragmentagdo com bainha
evidente (chave); F — filamento com células aparentes e destaque para os granulos aos pares nas células
(setas). Escalas: 10 um.

Leptolyngbya sp.2 A3

Os filamentos sdo imoéveis, longos, cilindricos, retos a flexuosos, formando
emaranhados flutuantes. Tricomas levemente constritos, ndo atenuados ou captados, com
células apicais cilindrico-arredondadas (Figura 11 A). A bainha ¢ delgada e hialina (Figura 11
B). As células sao ligeiramente mais longas que largas, com 1,5 a 2,0 pm de didmetro e 2,1 a
2,6 um de comprimento, ¢ relagdo largura/comprimento de 0,7 a 0,8. Sem aerotopos e septos
ndo granulados. O contetido celular ¢ homogéneo, verde oliva. A reproducao se da por meio da
fragmentacdo dos tricomas sem a presenca de células necridiais, gerando hormogonios imoveis
(Figura 11 C).

Dentre as espécies descritas para o género Leptolyngbya até o momento, nenhuma delas
apresenta correspondéncia com o conjunto de caracteristicas exibido por esta cepa, diferindo
ou na morfologia ou no habito e habitat. A auséncia de caracteristicas diacriticas dificulta a
caracterizagdo de espécies neste género, havendo mais de 100 catalogadas ocorrendo,
principalmente, no perifiton (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 2005; SANT’ANNA et al.,
2006b). Neste contexto de auséncia de variabilidade morfoldgica, apenas com a realizagdo de
analises moleculares e ultraestruturais torna-se possivel evidenciar a diversidade genética

existente neste grupo.
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Figura 11: Leptolyngbya sp.2 A3 (material de cultura): A — células apicais cilindrico-arredondadas (setas
pretas); B — destaque da bainha delgada e hialina (chave); C — inicio da fragmentagdo do tricoma (seta
preta). Escalas: 10 pm.

Leptolyngbya sp.3 A4

Os filamentos sdo longos, flexuosos, cilindricos, com bainha firme, delgada e hialina
(Figura 12 D). Os tricomas sdo constritos (Figura 12 B), com células mais longas que largas,
com 1,0 a 1,2 um de diametro e 2,3 a 3,1 um de comprimento, e relacdo largura/comprimento
de 0,4. Contetido celular homogéneo, com auséncia de aerotopos e granulos. Células apicais
cilindrico-arredondadas (Figura 12 A). Reprodugao por fragmentagdo do tricoma para formagao
de hormogonios (Figura 12 C).

Assim como discutido para Leptolyngbya sp.2, este tdxon difere das espécies descritas
na literatura para este género, seja pela morfologia e/ou pelo habito e habitat (KOMAREK;

ANAGNOSTIDIS, 2005), sendo necessaria a realizacdo de analises genéticas para confirmacao

do seu status especifico.

Flgura 12: Leptolyngbya sp.3 A4 (material de cultura): A — detalhe da bainha ao final do tricoma (seta);
— célula apical (seta) e detalhe das células cilindricas em tricoma constrito (chave). C — detalhe de
celula apical cilindrico-arredondada (seta); D — filamento fragmentando-se (seta). Escalas: 10 pm.

Leptolyngbya sp.5 Bl
Filamentos longos, cilindricos e emaranhados, bainha individual, incolor ¢ delgada
(Figura 13 A). Os tricomas sao flexuosos, cilindricos, moniliformes, ndo atenuados ou captados

(Figura 13 B). Pseudorramificagdes simples raras (Figura 13 C). Granulos nos septos e
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aerdtopos estdo ausentes. Células predominantemente quadraticas, com 2,0 a 2,8 pm de
diametro e 1,3 a 2,7 pm de comprimento, e relagdo largura/comprimento de 1,0 a 1,5. Células
apicais conico-arredondadas. Contetido celular homogéneo e reproducao por fragmentagao dos
tricomas por meio de células necridiais (Figura 13 D), gerando hormogdnios imoveis.

O aspecto moniliforme e a morfometria deste tdxon se assemelham ao género
Pantanalinema, contudo, na descri¢ao original apresentada por Vaz et al. (2015) para a espécie
tipo P rosaneae M.G.M.V. Vaz et al., ndo ha referéncia quanto a ocorréncia de
pseudorramificagdo. Outra diferenca nesta comparagdo decorre do local de coleta, pois
Pantanalinema ¢é referida para lagos alcalinos do pantanal brasileiro, enquanto o material
analisado foi coletado em agudes. Embora em cultivo tenda a elevar o pH do meio, valores
muito alcalinos (>9,0) afetam o desenvolvimento da cepa. As andlises filogenéticas (Figura 20)
também evidenciaram a distdncia evolutiva entre esta cepa e o género Pantanalinema. Desta
forma, esse taxon foi denominado como Leptolyngbya até a corroboracdo da sua identificagao

em nivel genérico e especifico.

Figura 13: Leptolyngbya sp.5 B1. A — destaque para bainha (chave) e remanescente da célula necridial
(seta); B — tricoma individual e célula apical; C — pseudorramificag¢do simples; D — células necridiais
(setas). Escalas: 10 um.

Planktolyngbya contorta (Lemmermann) Anagnostidis & Komarek F3

Filamentos imoveis, longos, cilindricos, alternando entre retos, flexuosos a altamente
espiralados (Figura 14 A, B, C, E). A bainha ¢ delgada, individual e hialina. Os tricomas sdao
levemente constritos nas paredes transversais, ndo atenuados ou captados (Figura 14 D).
Aerotopos e granulos nos septos ndo foram observados. As células sdo mais longas que largas,
com 1,4 a 1,8 um de diametro e 2,0 a 2,9 um de comprimento, e relagdo largura/comprimento
de 0,6 a 0,7. Células apicais arredondadas, sem caliptra. Nao foram observadas células
necridiais ou hormogdnios moveis.

O conjunto de caracteristicas morfométricas e ecologicas identificadas inclui o taxon

estudado na espécie Planktolyngbya contorta, a qual apresenta caracteristicamente os
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filamentos irregularmente espiralados e células mais longas que largas (KOMAREK;

ANAGNOSTIDIS, 2005).

1IN/

Figura 14: Planktolyngbya contorta (Lemmermann) Anagnostidis & Komarek F3 (material de cultura):
A — filamentos emaranhados (Escala: 40 um); B — filamento isolado; C — regido terminal do filamento
espiralado; D — destaque para as células aparentes de filamento fragmentado (chave) e uma pequena
espiral ao final de um filamento reto (seta); E — regido terminal espiralada apds uma regido retilinea
(seta indicando a conexdo). Escalas: 10 um.

Pseudophormidium sp. B4

Filamentos formando pequenos agregados densos. Bainha individual e muito delgada
(Figura 15 A). Os tricomas sao flexiveis e, em alguns casos, chegam a formar espiras completas
(Figura 15 A, B). Os tricomas sdo imoveis, levemente constritos, ndo atenuados ou captados.
Pseudorramificagdes duplas (geminadas) sdo frequentes (Figura 15 C, A). As células sdo mais
largas que longas e apresentam contetido celular homogéneo, sem granulos. Apresentam de 2,5
a 3,3 um de diametro e 1,0 a 1,5 um de comprimento, com relagdo largura/comprimento de 2,2
a 2,5. As células terminais sdo arredondadas e sem caliptra. A reproducdo se da pela
fragmentagdo do tricoma com ou sem auxilio de células necridiais (Figura 15 D), com
hormogodnios imdveis (Figura 15 E).

As caracteristicas apresentadas por esta cepa, especialmente a presenca de
pseudorramificagdes ¢ morfometria, correspondem aquelas relatadas para o género
Pseudophormidium (Forti) Anagnostidis & Komarek de acordo com Komarek e Anagnostidis
(2005). Dentre as espécies relatadas para este género, morfologicamente os filamentos
analisados se assemelham a P. hollerbachianum (Elenkin) Anagnostidis, contudo, difere
marcadamente quanto ao talo gelatinoso observado no ambiente natural e ao hébito, ocorrendo
como aerofitico sobre solos (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 2005). Deste modo, a realizagao

de analises moleculares e ultraestruturais possibilitardo a identifica¢do especifica deste taxon.
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Figura 15: Pseudophormidium sp. B4 (material de cultura): A — filamento iniciando a formagdo de uma
pseudorramificacdo (seta); B — filamento formando espiral; C — filamentos formando
pseudorramificacao dupla (seta); D — necridio (seta); E — filamento com células evidentes e hormogonio
(seta). Escalas: 10 um.

Pseudanabaena sp.1 Al e Pseudanabaena sp.1 AS

Tricomas sem bainha, retos, constritos, ndo maiores que 100 pm, cilindricos, imoveis,
podendo ser solitarios ou formar agregados (mats) (Figura 16 A). As células sdo mais longas
que largas, com 1,6 a 2,0 um de largura e de 2,5 a 3,4 um de comprimento, € razio
largura/comprimento de 0,6 a 0,7. Aerotopos e granulos nos septos estdo ausentes. As células
apicais sdo cilindrico-arredondadas. Reprodugdo por fragmentagao, formando hormogoénios de
duas a algumas células. Embora isolada de ponto distinto e apresentar filamentos menos
cumpridos (até 35 um), a cepa A5 (Figura 16 B) foi considerada como pertencente a este mesmo
taxon.

Estas caracteristicas condizem com o género Pseudanabaena Lauterborn, contudo, o
conjunto morfo-ecoldgico de caracteristicas do material estudado ndo corresponde a nenhuma
espécie descrita para este género, principalmente pela propor¢ao entre largura e comprimento
celular, destoando do que ¢ observado na literatura (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 2005;
SANT’ANNA et al., 2006b; KOMAREK; JOHANSEN, 2015b), tornando-se necessaria a

realizacdo de andlises genéticas para a corrobora¢do da sua identificacdo em nivel especifico.

Figura 16: Pseudanabaena sp.1 (material de cultivo). A — Pseudanabaena sp.1 AS: tricomas (seta) e
hormogodnios com quantidade variada de células; B — Pseudanabaena sp. Al: tricomas mais longos (seta
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branca); hormogonio com cerca de oito células e destaque para célula apical cilindrico-arredondada (seta
preta). Escalas: 10 um.

Pseudanabaena sp.2 A2

Os tricomas ndo apresentam bainha mucilaginosa, sendo longos, cilindricos, retos a
flexuosos, levemente constritos, formando emaranhados (mats) (Figura 17 A). Nao atenuados
e ndo captados. Sem aerotopos e com septos agranulados. As células variam de quadraticas a
mais largas que longas, com 1,7 a 2,1 pm de didmetro e 1,2 a 1,7 um de comprimento, e relagao
largura/comprimento de 1,2 a 1,5 (Figura 17 B, C). Células apicais variando de truncada a
cilindrico-arredondada, sem caliptra. O contetudo celular ¢ homogéneo e a reprodugdo se da por
meio da fragmentagdo dos tricomas sem a presenca de células necridiais, gerando hormogonios
longos e imoveis (Figura 17 C).

As caracteristicas morfologicas e ecoldgicas apresentadas por este taxon nao
correspondem a nenhuma espécie descrita para o género Pseudanabaena (KOMAREK;
ANAGNOSTIDIS, 2005), evidenciando a necessidade de andlises moleculares para que a
diversidade genética seja evidenciada, dada a auséncia de atributos morfolégicos que

possibilitem a identificagdo em nivel especifico.

NG B c

Figura 17: Pseudanabaena sp.2 A2 (material de cultura): A — detalhe de fragmentacdo de um tricoma
(seta); B — tricoma reto; C — detalhe da célula apical (seta preta) e célula terminal (seta branca) pos
fragmentagdo do tricoma. Escalas: 10 pm

Arthronema sp. A7

Os tricomas ndo possuem bainha, sendo imoveis, longos, cilindricos, flexuosos,
constritos, ndo atenuados, podendo ocorrer livres ou formando emaranhados (Figura 18 A). Os
tricomas apresentam células apicais truncadas (Figura 18 B). Sem aerotopos e granulos nos
septos. H4 dois tipos celulares, sendo as cé€lulas predominantes levemente mais largas que
longas, com 1,6 a 2,0 um de didmetro e 1,2 a 1,7 pm de comprimento, e relacdo
largura/comprimento de 1,2 a 1,3, e células infladas distribuidas irregularmente ao longo do
tricoma, estando algumas vezes aos pares, com 2,5 um de didmetro por 3,0 pm de comprimento

(Figura 18 C, A). Quando menores, as células infladas promovem mudanca na direcdo de
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crescimento do tricoma (Figura 18 A). O contetido celular ¢ homogéneo e a reproducdo se da
por meio da fragmentagdo dos tricomas sem a presenca de células necridiais, gerando
hormogonios moveis (Figura 18 D).

As caracteristicas desta cepa se aproximam as descritas para o género Arthronema
Komarek et Lukavsky. Entretanto, neste género, os hormogonios gerados sdo imoéveis € o
desenvolvimento das células infladas parece estar atrelado a alguma condi¢do de estresse, além
de ser oriundo de ambiente hipersalino (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 2005; KOMAREK;
JOHANSEN, 2015b). Adicionalmente, Casamatta et al. (2005) descreveram Arthronema
gvgaxiana Casamatta et Johansen, uma nova espécie para o género coletado em ambiente de
agua doce, apresentando tricomas com menor quantidade de células e mais largos que os
estudados, além do hébito epifitico. Adicionalmente, Batista et al. (2022) detectaram, com base
em analise metagenomica, abundancia relativa de genes 16S RNA com alta similaridade as
sequéncias do género Arthronema no sistema de abastecimento de uma cidade no estado de
Minas Gerais. Possivelmente, o tdxon analisado pode corresponder a uma nova espécie para o

género, necessitando ser corroborado através de andlises ultraestruturais e moleculares.

Figura 18: Arthronema sp. A7 (material de cultura): A — destaque para células diferenciadas que muda
a orientagdo do crescimento do tricoma (seta superior) e célula inflada (seta inferior); B — célula apical
truncada (seta); C — tricoma constrito com células mais largas que longas aparentes e células infladas
(setas); D — hormogonio (seta). Escalas 10 um.

Synechococcus sp.1 8A4

Células isoladas, de vida livre, sem mucilagem, com formato cilindrico e de
extremidades arredondadas (Figura 19 A). Contetido celular homogéneo, sem granulos e
aerdtopos. Divisdo celular em um unico plano, perpendicular ao eixo longitudinal da célula.
Observou-se que durante a divisdo da célula-mae, ha a geracdo de duas células filhas menores
que crescem até o tamanho usual (Figura 19 B). As células tém de 1,4 a 1,7 pum de didmetro e

de 2,3 a 2,6 um de comprimento, com relagdo comprimento/largura de 1,5 a 1,6.
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O género Synechococcus Nigeli, além das caracteristicas citadas, ndo forma coldnias
distintas, apresenta células solitarias, cilindricas e em forma de bastonetes, até levemente

arqueadas (TURICCHIA et al., 2009; KOMAREK:; JOHANSEN, 2015a). Desta forma, a cepa

pode ser considerado membro deste taxon.

Synechococcus sp.2 4HS

Células de vida livre, sem mucilagem e cilindricas com extremidades arredondadas. Nao
forma colonias distintas, mas apresenta aglomeragdes irregulares. O contetido celular ¢
homogéneo, podendo ocorrer granulos isolados pouco frequentes. Sem aerotopos evidentes.
Divisdo perpendicular ao eixo longitudinal das células, na qual a célula cresce e se divide
formando células filhas (Figura 19 C). As células tém de 2,1 a 3,1 pm de didmetro e de 4,9 a
6,4 um de comprimento, com relagdo comprimento/largura de 2,1 a 2,3.

As caracteristicas apresentadas por esta cepa correspondem ao género Synechococcus,
contudo ndo houve possibilidade de delimitacdo especifica em fungdo da distingdo
morfométrica e de habito apresentado pelas espécies ja descritas (SANT’ANNA et al., 2006b;
MALONE, 2010; KOMAREK; JOHANSEN, 2015a). Komarek et al. (2020) realizaram uma
ampla analise filogenética e taxondmica com morfotipos de Synechococcus e propuseram o
desmembramento de novos géneros, com destaque para a segmentagdo em funcdo dos
ambientes de ocorréncia. Adicionalmente, com o avango das técnicas ultraestruturais e
moleculares, novas espécies tém sido continuamente descritas, abarcando principalmente

ambientes pouco amostrados, como os estudados neste trabalho.

Figura 19: Synechococcus spp. (material de cultura) - Synechococcus sp. 8 A4: A — células cilindricas
com apices arredondados; B — Detalhe de célula finalizando a divisdo em um tnico plano, gerando duas
células filhas (seta). Synechococcus sp. 4H5: C — células cilindricas com apices arredondados e diviséo
sendo finalizada com duas células filhas (seta). Escala: 10 um.
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5.1.2 Analise filogenética das cepas selecionadas

O sequenciamento foi realizado para as cepas selecionadas Phormidesmis sp. F2 e
Leptolyngbya sp.5 Bl1, sendo estas as que obtiveram melhores resultados na produgdo de
ficocianina e ficoeritrina, respectivamente. As sequéncias geradas apresentaram 410 pares de
base (Anexo). Do banco de dados do NCBI foram recuperadas oito sequéncias de similaridade
entre 99,00 e 99,75% com Phormidesmis sp. F2 e nove sequéncias com similaridade >99% para
Leptolyngbya sp.5 B1. Para ambas as cepas, a grande maioria das sequéncias similares se tratava
de organismos ndo cultivados/ndo identificados, sendo assim ndo adicionadas as analises
posteriores pela baixa resolutividade na identificacdo taxonomica. Na constru¢ao das arvores,
os métodos de Méxima Verossimilhanga (ML) e Inferéncia Bayesiana (IB) resultaram em
topologias quase idénticas, sendo a tltima apresentada na Figura 20.
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Figura 20: Arvore filogenética baseada em sequéncias do gene 16S rRNA de cianobactérias e
reconstruida utilizando Inferéncia Bayesiana (IB), sendo apresentados os valores de probabilidade
posterior (esquerda) e de Bootstrap (direita) — apenas valores acima de 50% sdo referidos. A barra
inferior (0.03) indica substitui¢cdes por posi¢do de nucleotideo. As cores de fundo indicam os clados
englobando as duas sequéncias estudadas. Em vermelho, sequéncias das espécies tipo para os géneros
Pantanalinema e Alkalinema. Em negrito as cepas deste estudo.
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A filogenia apresentou a formacgao de dois grandes clados destacados em azul e roxo,
cada um englobando uma das sequéncias estudadas. Apesar da cepa Bl apresentar
caracteristicas morfologicas similares ao género Pantanalinema, a anélise genética evidenciou
que este taxon ndo pertence a este género, dado que foi utilizada na matriz a sequéncia da
espécie tipo P. rosaneae Vaz et al. Assim, a cepa B1 ¢ tratada como Leptolyngbya sp.5 B1, ainda
que esteja dentro de um clado considerado como Leptolyngbya lato senso, dado que nao possui
similaridade genética com as sequéncias referéncias para a espécie tipo do género, L. boryana
(Gomont) Anagnostidis et Komarek UTEX B 487, UTEX B 488 ou PCC 6306. Inimeras
sequéncias identificadas como Leptolyngbya podem se constituir em novos géneros em fungao
da grande diversidade genética que este grupo possui em detrimento da sua baixa variabilidade
fenotipica (ARAUJO et al., 2022).

A sequéncia da cepa Phormidesmis sp. F2 agrupou-se mais proximamente também com
taxons identificados como Leptolyngbya lato senso. O grupo irmdo deste clado engloba
sequéncias do género Monilinema, contudo, em funcao da distancia genética entre a sequéncia
estudada e este clado, ndo ha possibilidades de inclusao da cepa F2 neste género. A cepa F2 esta
mais relacionada filogeneticamente com a sequéncia de L. boryana SBM-IAUF-4, contudo esta
ndo ¢ a cepa referéncia para a espécie tipo deste género citada acima. Adicionalmente, a
auséncia de bainha, células necridiais e de pseudorramificagdes na cepa F2 divergem muito das
caracteristicas diagnosticas de L. boryana, assemelhando-se apenas no que tange ao formato
das células e a constri¢dao nos tricomas (KOMAREK; JOHANSEN, 2015b). Dessa forma, em
fun¢do da similaridade morfoldgica apresentada entre F2 e o género Phormidesmis, optou-se
por inclui-la neste género, dado a cepa referéncia da espécie tipo, P. mollis (Gomont) Turicchia,
Ventura, Komarkova & Komarek, ndo estar abarcada na analise.

A abordagem polifésica, englobando andlises genética, morfologica, ultraestrutural e
ecologica possibilitara a identificagdo genérica e especifica das cepas de maneira mais acurada,

trazendo contribuigdes cientificas relevantes para o ambiente estudado.
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5.2 Selecao de cianobactérias produtoras de pigmentos

5.2.1 Crescimento e obtencao de biomassa

As cepas foram cultivadas visando a obtencdo de biomassa para as extracdes de
pigmentos e sele¢cdo daquelas com maior acimulo. O crescimento foi acompanhado por
quantifica¢do de clorofila @, uma vez que a diversidade morfoldgica e de crescimento entre as
cepas nao permitiu a recuperagao eficiente de biomassa por procedimento unico. Para obter os
dados de rendimento de biomassa, determinou-se a umidade da biomassa, de modo a expressa-
la em massa seca, forma que é considerada a maneira mais acurada de determinagao (LEE et

al., 2013). A Figura 21 a seguir apresenta as curvas de crescimento de todas as cepas.
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Figura 21: Curva de crescimento das diferentes cepas determinada a partir da quantificacdo de clorofila
a. Dados médios a partir de triplicatas, barras de erro indicam o erro padrao (n=3). A — Cepas
Monilinema sp.2 B5 (BS), Pseudophormidium sp. B4 (B4), Leptolyngbya sp.1 FA3 (FA3); B — Cepas
Pseudanabaena sp.1 Al (Al), Pseudanabaena sp.2 A2 (A2), Leptolyngbya sp.2 A3 (A3); C — Cepas
Synechococcus sp.1 8A4 (8A4), Arthronema sp. A7 (A7), Synechococcus sp.2 4H5 (4HS5); D — Cepas
Leptolyngbya sp.4 B2 (B2), Pseudanabaena sp.1 A5 (AS), Planktolyngbya sp. F3 (F3); E — Cepas
Leptolyngbya sp.3 A4 (A4), Leptolyngbya sp.5 B1 (B1), Leptolyngbya sp.1 A10 (A10); F — Cepas
Monilinema sp.1 F1 (F1) e Phormidesmis sp. F2 (F2).
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A partir da andlise da Figura 21, pode-se perceber que as cepas se adaptaram bem as
condig¢des de cultivo empregadas. Em A4, B4 e B5 a fase de adaptagao foi superada apds dois
dias de inoculagdo, enquanto em Al, A3 e B2, (Figura 21 A, B, D, E) se estendeu por quatro
dias. Embora ndo tenha sido percebido a fase /ag na maioria das cepas, esta pode ter ocorrido
em tempo menor que o intervalo de medi¢do (um dia), uma vez que o inoculo utilizado fora
cultivado por sete dias no meio BG-11 e em fase exponencial/linear de crescimento. A fase de
crescimento intenso se deu entre o quarto e décimo dia, se estendendo até¢ o décimo segundo
dia para F2, A4, A5, 4H5 e FA3 (Figura 21 A, C, D, E, F). Ja para B4 e B5, o tempo de cultivo
de 14 dias nao foi suficiente para o estabelecimento de fase estaciondria (Figura 21 A). De modo
geral, o crescimento das culturas apresentou tendéncia linear (R? > 0,90), indicando que todos
os fotons disponiveis que chegam a superficie de cultivo sdo rapidamente absorvidos, mantendo
a taxa de crescimento constante (LEE et al., 2013). Incrementos na agitagdao/fluxo de ar e/ou na
intensidade luminosa podem vir a ser necessarios para melhorar rendimentos de biomassa.

Embora relacionadas, a concentracao de clorofila nao reflete diretamente a concentracao
de biomassa entre as diferentes cepas, existindo uma ampla diferenca espécie-especifica. Por
1sso, esta variavel fora acompanhada apenas para delinear o crescimento dos microrganismos,
sendo a biomassa seca mais adequada para comparagdes (LEE et al., 2013; RAMARAJ; TSAI,
CHEN, 2013). Os maiores rendimentos de biomassa foram obtidos nos cultivos de
Leptolyngbya sp.5 Bl e Leptolyngbya sp.1 Al0 (Tabela 06), apresentando diferenca
significativa dos demais, mas ndo entre si (Apéndice B, Tabela I-2), com valores proximos a
1,5 g'L'l. Em seguida, tem-se o grupo de Phormidesmis sp. F2 e Monilinema sp.1 F1 com
rendimento de cerca de 1,20 g-L!, sendo F2 distinto e F1 similar as demais cepas com
rendimento de biomassa superior a 1,0 g-L': Synechococcus sp.2 4H5 e Pseudophormidium
sp. B4. Estes valores podem ser considerados promissores considerando as condi¢des de cultivo
empregadas (meio generalista, sem controle de pH e baixa intensidade luminosa (15
pumol-m?2-s)). Em estudo com condi¢des similares, Limrujiwat, Supan e Khetkron (2022)
obtiveram rendimentos entre 0,12 € 0,70 g-L! para espécies do género Leptolyngbya e até 0,20
gL' para Phormidesmis sp. Ja Schipper et al. (2020) obtiveram 1,09 g-L"! de rendimento
méximo de biomassa a 300 pmol-m?-s™! em Leptolyngbya sp. QUCCM 56.



60

Tabela 06: Dados relativos ao acimulo de biomassa e determinacio do rendimento de
biomassa das diferentes cepas.

Cepa Clorofila a Biomassa (g)* Teor de umidade Rendimento de biomassa
(ng'mL™") (Y0) (g'L)**
Al 2,00+ 0,42 1,57 +0,17° 94,45 £ 0,75 0,41 £ 0,042
A2 2,54 £0,24 1,65 +0,182 85,64 +4,42 0,43 £ 0,052
A3 0,78 £0,19 1,27 £0,112 89,26 + 0,64 0,33 +£ 0,032
A4 8,16 £0,53 2,68 +0,20° 87,27 +4,72 0,70 £ 0,05
AS 4,72 £1,27 1,66 +0,35° 84,56 +2,48 0,44 £+ 0,092
A7 5,40 £ 0,57 1,48 £0,222 82,08 £5,29 0,39 +0,06?
Al10 5,14 £0,58 6,00 £ 0,35¢ 93,29 £ 1,88 1,58 +£0,09¢
B1 10,44 £0,21 6,22 +£0,36° 92,12 £2,47 1,63 £0,09°
B2 5,32+0,27 0,96 £0,112 89,42 +0,92 0,25 +0,03?
B4 6,13 £2,06 3,88 +£0,13¢ 91,53 £2,29 1,02 £ 0,034
BS 4,73 £ 1,06 1,69 0,162 87,66 + 2,65 0,44 £+ 0,042
F1 6,72 £ 0,20 4,44 +0,44% 93,14 £ 1,19 1,17 £0,12%
F2 7,05+ 0,53 5,16 £0,31¢ 91,64 +£2,65 1,35 +£0,08¢
F3 8,55 +£0,66 3,59 £0,29¢ 93,01 £0,97 0,94 £ 0,944
FA3 6,19 £0,98 3,33 £ 0,07 95,10 £ 1,11 0,88 + 0,02
8A4 4,53 £1,09 2,66 +0,29° 91,60 £3,11 0,70 £0,07°
4H5 11,20 £ 0,24 3,98 £0,24¢ 93,60 £ 1,56 1,04 + 0,064

*Em massa umida coletada por centrifugac¢do em cultivo de 300 mL. **Em massa seca. Média + desvio-
padrio, seguidas das mesmas letras, nas colunas, nao diferem entre si (ANOVA seguida de DHS de
Tukey com p<0,05). Testes estatisticos ndo aplicados na segunda e quarta colunas.

5.2.2 Extracgao e quantificacio de ficobiliproteinas

A biomassa obtida ao final do cultivo foi lavada com &gua destilada esterilizada,
congelada e, posteriormente, utilizada para a extracdo e quantificagdo de ficobiliproteinas. Em
extracoes iniciais algumas das cepas apresentaram absorbancia muito superior ao limite de
detec¢do apontado por Bennett e Bogorad (1973), entre 0,05 e 1,0. Desta forma, foram
realizadas novas extracdes ajustando-se a relacdo biomassa:tampao salino de 1:10 para 1:50.
Os resultados para ficocianinas, aloficocianinas e ficoeritrinas estdo dispostos na Tabela 07,
além do total de ficobiliproteinas dado pelo somatorio das demais. A representagdo grafica dos
dados tabelados pode ser consultada nos Apéndices, Figuras I-1 a [-4. Com excecao das cepas
B1 e A10, a absorbancia para ficoeritrina (A = 562 nm) foi menor que o limite de detec¢do da

técnica empregada, indicando auséncia ou baixa concentrac¢do deste pigmento.
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Tabela 07: Concentracio de ficobiliproteinas extraidas da biomassa das diferentes cepas
no décimo quarto dia de cultivo, expressa em massa seca.

PC APC PE PBP
Cepa e
mg-g

Al 27,02 + 3,49 6,69 + 2,132 - 33,71 + 5,48:d
A2 18,29 + 4,19%F 5,45 + 1,250 - 23,73 + 5,30
A3 16,83 + 4,93 16,10 + 4,80 - 32,93 + 9,500
Ad 12,77 + 3,392 3,44 + 1,107 - 1621 £4,41°
A5 12,03 + 1,68 4,00 +£0,67° - 16,03 = 2,06
A7 16,59 + 1,78 5,73 +£0,98% - 22,32 +£2,71%
A10 11,76 + 2,49f 7,05 + 1,943 11,52 + 2,60 30,33 + 5,82abd
Bl 4,10 £ 0,430 16,40 & 3,97 2bed 48,88 + 5,00 69,38 & 9,372bede
B2 12,50 + 1,96 4,33 +£1,95% - 16,83 + 3,48
B4 52,34+ 1,97 12,26 + 0,20 - 64,60 + 1,77
BS 20,98 + 0,48 5,25 + 0,36 - 26,22 + 0,28
F1 46,20 + 4,962 9,61 + 0,812cd - 55,81 + 5,772bed
F2 66,71 +2,78¢ 17,93 + 2,054 - 84,64 + 4,7bee
F3 11,48 + 0,93 6,26 + 0,90 - 17,74 + 0,47
FA3 14,94 + 2 55%f 2,35+£0,23° - 17,29 +2,61%
4H5 12,11 £ 0,76 1,13 £0,09 - 13,23 +0,75%
8A4 7,56 + 1,634 2,35+0,61° - 9,91 +2,23

[33E2]

PC — Ficocianina, APC — Aloficocianina, PE — Ficoeritrina, PBP — Ficobiliproteinas totais. abaixo
do limite de detec¢ao. Média + desvio-padrao seguidos das mesmas letras, nas colunas PC, APC e PBP,
ndo diferem entre si (ANOVA de Welch seguida de Games-Howel com p<0,05). Dados para PE
apresentam diferenca significativa em teste T de Student para grupos independentes com o de 0,05.

Dentre as 17 cepas, trés apresentaram teor de ficocianina maiores que 45 mg-gs!, com
alguma diferenca significativa das demais. As cepas B4 (Pseudophormidium sp. B4) e F2
(Phormidesmis sp. F2) apresentaram os maiores valores médios de concentracdo deste
pigmento, com 52,34 £ 1,97 e 67,71 + 2,78 mg-g’!, respectivamente. Apesar de serem distintos
entre si, compartilham semelhanga com a cepa F1 (Monilinema sp.1 F1), com
46,20 + 4,96 mg-g™!. Esta cepa apresentou elevado coeficiente de variacdo (10,75%), o que
expande o intervalo de comparag¢ao do método estatistico empregado.

Embora os dados tenham apresentado distribuicido normal e auséncia de dados
discrepantes (outliers), a homogeneidade das variancias ndo foi detectada (Levene) —
Apéndices, Tabela I-1. A heterocedasticidade dos dados tende a produzir valores de “p”
menores do que deveriam ser, causando aumento nos erros do Tipo I (rejeitar a hipotese nula
quando deveria ser aceita), induzindo a concluir equivocadamente que um grupo ¢
significativamente distinto (CELIK, 2022). Desta forma, a andlise estatistica por ANOVA de
uma via de Fisher foi substituida pela Anova de Welch (Apéndices, Tabela I-3), um método

desenvolvido para dados com estas caracteristicas. Devido a heterocedasticidade dos dados,
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empregou-se o teste post-hoc de Games-Howell, representados pelas diferentes letras nas
colunas.

Na literatura, a concentracao de ficocianina tem grande variacdo entre as espécies
(Tabela 08), havendo sensibilidade as condi¢des de cultivo e ao método de extragdao. Gantar et
al. (2012) realizaram a prospec¢do de cianobactérias potenciais produtoras de ficocianina num
banco com 125 cepas isoladas de dgua doce na Florida, Estados Unidos. Os contetidos de
ficocianina mais elevados estiveram entre 10 e 56 mg-g!' em relacio a massa seca, com
excepcionalidade para uma espécie de Limnothrix, com cerca de 180 mg-g™!. Considerando a
similaridade das condi¢des de cultivo e de extragdo, as cepas neste estudo (agudes no sul da

Bahia) apresentaram teores comparaveis aos melhores resultados obtidos por Gantar et al.

(2012).

Tabela 08: Comparag¢ido do conteido de ficocianina desta pesquisa com trabalhos
relacionados relatados na literatura.

Microrganismo Conteudo de PC (%)* Referéncia
Leptolyngbya sp. QUCCCM 56! 7,21 £0,35 Schipper et al. (2020)
Oscillatoria okeni TISTR8549 3,99 + 0,09 .

Nostoc commune TUBTO05 2,97 +0,5 Chittapun et al. (2020)
Spirulina sp.? 5,85+0,5 Ores, Amarante e Kalil (2016)
Arthrospira platensis® 7,37 +0,10 Tavanandi et al. (2018)
Limnothrix sp. 37-2-1 18 +£1,90 Gantar et al. (2012)
Spirulina subsalsa FACHB-351 7,52 +£0,73 Jiang, Yu e Pei (2021)
Arthrospira platensis WH879 12,3 +£0,30 Xie et al. (2015)
Pseudophormidium sp. B4 5,23 +£0,20

Monilinema sp.1 F1 4,62 £0,50 Este estudo
Phormidesmis sp. F2 6,67 £0,28

*Média + desvio-padrdo disponivel nas referéncias ou convertidos a partir delas. 'Em condigdes
otimizadas de cultivo. Extracdo pode ser otimizada chegando a aumentar em 2 vezes a eficiéncia.
2Otimizada chega a 101 +0,2 mg-g™'. 3Pode ser otimizada a 119,00 =0,2 mg-g™.

Os trabalhos apresentados na Tabela 08 incluem diferentes espécies nas quais se
empregou a extragdo por congelamento e descongelamento em tampdes salinos aquosos. Neste
processo, o congelamento dos fluidos intracelulares promove a formagao de poros na parede
celular, o que permite a difusdo dos pigmentos para o tampao de extragdo (DEVI et al., 2020;
ROCHA et al., 2021). A eficiéncia do método varia entre diferentes espécies, sendo utilizado
como referéncia ou ponto de partida em estudos prospectivos ou de otimizagao (SAFAEI et al.,
2019; SINTRA et al., 2021). Embora o contetido de Phormidesmis sp. F2 ndo esteja muito
acima dos resultados encontrados em estudos relacionados, esta cianobactéria tem concentragdo

compativel com espécie empregada na producdo comercial. Além disso, apresentou rendimento
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de biomassa de até 1,35+ 0,08 g-L! em condi¢des ainda niio otimizadas (Tabela 06). Desta
forma, Phormidesmis sp. apresenta potencial para producao de ficocianina a ser explorado.

A produgdo comercial de ficocianina ¢ obtida principalmente a partir da Arthrospira
platensis, comercializada como spirulina, e depende mais da disponibilidade de biomassa do
que da qualidade ou produtividade de pigmento (JIANG; YU; PEI, 2021). Diversos estudos sdao
frequentemente realizados buscando otimizar a produ¢do de biomassa e de pigmentos em A.
platensis, além da extracdo. Em comparativo realizado por Xie et al. (2015) e Jiang, Yu e Pei
(2021), cepas de A. platensis, em condi¢cdes de cultivo e extracdo otimizadas, apresentam
contetdo de ficocianina entre 3,29 e 12,6% e rendimento de biomassa de 0,6 a 5,0 g'L"!, com
maximas de 16% e 7,29 g-L"!, respectivamente. Geralmente, os maiores teores de pigmento nio
acompanham altos rendimentos de biomassa. Embora sejam muito promissores os resultados
das pesquisas, pouco disto chega ao mercado. Além disso, os cultivos de 4. platensis sofrem
severas limitacdes de produtividade e qualidade de pigmentos devido a contaminagdes fingicas
e bacterianas, fazendo com que ainda seja valida a busca por novas espécies produtoras deste
pigmento e ou novos sistemas de producao.

O espectro de absor¢ao do extrato aquoso contendo a ficocianina, obtida a partir de
Phormidesmis sp. F2 (Figura 22 B), apresenta disposicao tipica, com pico de absor¢do em 617
nm. Usualmente, o pico de absor¢do deste pigmento se dd em 620 nm, como em espécies de
Lyngbya, Spirulina, Phormidium, Limnothrix, Thermosynechococcus, Arthrospira entre outras
(PATEL et al., 2005; GANTAR et al., 2012; LEU et al., 2013; TAVANANDI et al., 2018).
Embora com pico de absor¢cdo menor, a diferenca de absorbancia entre os comprimentos de
onda de 615 a 620 nm ocorrem na terceira casa decimal (+0,007). A baixa variacao nesta faixa
¢ considerada desprezivel na literatura, sendo as Equacdes 2 e 3 (empregadas para calculo de
concentracdo) comumente realizadas com a absorbancia a 620 nm ao invés de 615 nm, como
determinado por Bennett e Bogorad (1973). J4 para as cepas B4 e F1 (Figura 22 C ¢ A), ficam
nitidos os “ombros” na regido de 652 nm, onde se detecta a aloficocianina. Embora os picos de
absorbancia sejam relativos a um pigmento, a determinagdo da concentracdio ndo ¢
necessariamente proporcional a absorbancia, mas sim a fungao resultante das Equacoes 2 a 4
que considera alguns fatores e absorbancias em diferentes comprimentos de onda. Desta forma,
mesmo que haja compostos absorventes num determinado comprimento de onda, nao significa
que sejam ficobiliproteinas, como no caso da ficoeritrina (562 nm) que nao foi detectada pelo
método descrito. Neste caso, a absorbancia ¢ residual de outros compostos ou equivale a teor

nao quantificavel pela técnica empregada.
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Figura 22: Espectro de absor¢do de extrato aquoso (tampao fosfato salino) das cepas de maior
concentragdo de ficobiliproteinas. A) Monilinema sp.1 F1; B) Phormidesmis sp. F2; C)
Pseudophormidium sp. B4; D) Leptolyngbya sp.2 A3; E) Leptolyngbya sp.1 A10; F) Leptolyngbya sp.5
B1, considerando a absorbancia do tampao. Valores médios de extragdo em triplicata, desvios ndo
mostrados. *Ombro sem pico aparente relativo a aloficocianina; **Ombro em pico definido relativo a

variagdo da ficoeritrina.
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Na Figura 22 (E, F) s@o apresentados os espectros de absorbancia dos extratos que,
apesar das diferenga nos niveis de absorbancia, t€m curvas similares. Os “ombros” proximos
aos picos de absorcdo para ficoeritrina (=562 nm) sdo similares aos encontrados em duas
espécies do género Leptolyngbya e em uma cepa marinha de L. tenuis (Gomont) Anagnostidis
& Komarek A27DM [anteriormente como Phormidium tenue] mantida em cultivo prolongado
de 72 dias (PARMAR et al., 2011; LIMRUJIWAT; SUPAN; KHETKORN, 2022). Este fato
pode estar relacionado a diferencgas na composi¢cao de cromoéforos das ficoeritrinas (Tabela 02)
ou a auséncia da subunidade § (SUN et al., 2009; KANNAUIJIYA etal., 2018). Soni et al. (2010)
caracterizaram em L. fenuis A27DM uma ficoeritrina funcional contendo apenas a subunidade
a da ficobiliproteina de espectro de absor¢ao similar aos notados em B1 e A10.

Em relacdo a produgdo de aloficocianina, as cepas A3, BI, B4 e F2 apresentaram
concentragdes mais elevadas em seus extratos, com valores médios entre 12,26 € 17,93 mg-g’!
(Tabela 07, Figura I-2). Embora tenham alta concentracdo de aloficocianina, as cepas A3 ¢ B1,
pouco se distinguem das demais, enquanto B4 e F2 sdo semelhantes apenas aos de concentragao
elevada. Além disso, a concentragao de aloficocianina se manteve menor que ficoeritrina para
Leptolyngbya sp.1 A10 e Leptolyngbya sp.5 B1, € menor que as concentragdes e picos de
ficocianina para as demais, com excec¢ao de A3. Enquanto Leptolyngbya sp.2 A3 apresentou
relagdo de ficocianina ou ficoeritrina/aloficocianina de cerca de 1 (quantidades idénticas), nas
demais cepas esse valor variou entre 2 e 10. Esta relacdo fica evidente na Figura 22-D, além de
indicar o maximo de absor¢cdao num comprimento de onda mais distante (677 nm) em relagao
ao pico maximo usual de 652 nm (BENNETT; BOGORAD, 1973; WINAYU et al., 2021;
LIMRUIJIWAT; SUPAN; KHETKORN, 2022). Esta variagdo pode estar associada a demais
compostos soluveis presentes no extrato bruto. Purificacdes adicionais para a caracterizacio
dos pigmentos ainda se fazem necessarias.

No ficobilissomo, a aloficocianina forma o centro da estrutura a partir da qual se
arranjam a ficocianina e a ficoeritrina (Figura 01), transferindo a energia absorvida pelos
pigmentos para os centros de reacdo do fotossistema (SHEVELA; PISHCHALNIKOV;
EICHACKER, 2013; CHANG et al., 2015). Devido a este arranjo, independente do pigmento
das antenas (ficocianina e/ou ficoeritrina), a presenca da aloficocianina nos espectros de
absor¢do de extratos aquosos ¢ esperada, variando de acordo com a eficiéncia da extragdo.
Apesar de ter varias aplicagdes, a aloficocianina recebe menor aten¢ao que a ficocianina devido
a baixa eficiéncia da extragdo primaria (apenas de 50 a 60% da aloficocianina ¢ extraida), a

menor concentracdo de aloficocianina frente a ficocianina e a baixa pureza dos extratos
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primarios associada a complexidade para separacdo da ficocianina devido as mesmas
propriedades bioquimicas (TAVANANDI; VANJARI; RAGHAVARAO, 2019).

Basheva et al. (2018) avaliou o perfil de ficobiliproteinas produzidas por 18 cepas de
cianobactérias isoladas em diversos ambientes da Europa. Os autores indicaram que a cepa
Leptolyngbya boryana (Gomont) Anagnostidis & Komarek CCALA 084 tem potencial para
producio comercial do pigmento com 2,630 mg-g™! em relacdo a biomassa imida. Além disso,
ao estudar algumas cepas de mesma espécie em mesmas condi¢des de crescimento, os autores
indicam que a concentracdo de ficobiliproteinas ¢ estritamente individual e provavelmente
relacionada as propriedades de cada uma das cepas. Por outro lado, neste estudo (Tabela 07,
Figura 1-2), diferentes espécies do género Leptolyngbya ndo apresentaram diferencas
significativas em seus teores de aloficocianina.

A Tabela 09 traz alguns trabalhos com foco na concentracdo de aloficocianina obtida a
partir de extracdo via congelamento e descongelamento em tampao aquoso. O contetdo inicial
de cepas citadas como potenciais produtoras de aloficocianina gira em torno de 2,5% e o estudo
das condigoes ideias de extragao podem dobrar o rendimento. De qualquer modo, os resultados
obtidos a partir das cepas deste trabalho estdo muito abaixo daqueles com potencial para

exploragdo biotecnologica.

Tabela 09: Comparaciao do conteudo de aloficocianina desta pesquisa com trabalhos em

que a extracio se da por tampio aquoso via congelamento/descongelamento.
Microrganismo Conteudo de APC* Referéncia

Tavanandi, Vanjari e

1 ; ; 0
Arthrospira platensis 3,29% Raghavarao (2019)
2Arthrospira maxima 2,86 +0,10% Devi et al. (2020)

3Leptolyngbya boryana CCALA 084 0,26%Y
3Microcoleus autumnalis PACC 5522 0,16%Y Basheva et al. (2018)

3Anabaena sp. PACC 8632 0,04%Y
Ores, Amarante e Kalil

- N o ,

Spirulina sp. 2,23 +£0,10% (2016)
4Thermosynechococcus sp. CL-1 12,07 £ 0,30% Winayu et al. (2021)

- 0,10 £ 0,00%Y

Pseudophormidium sp. B4 1.23 +0,02%

0/ U

Leptolyngbya sp.2 A3 0’11 76£1E 2’8548/3/
’ St Este estudo

0,13 +0,03%Y

1,64 £+ 0,40%
0,12 +£0,01%Y

1,79 £ 0,20%
*Dados em %V sdo relativos a biomassa umida. 'Otimizada em extragdo serial a 5,5%; *Otimizada por
extracdo assistida por ultrassom a 5,6%, a nomenclatura atual da espécie é Limnospira maxima (Setchell
& N.L.Gardner) Nowicka-Krawczyk, Miihlsteinovda & Hauer; Estimados a partir dos dados
apresentados no estudo. “Extracao assistida por ultrassom otimizada.

Leptolyngbya sp.5 Bl

Phormidesmis sp. F2
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Diferentemente das demais cepas, o cultivo de Leptolyngbya sp.5 Bl e Leptolyngbya sp.1
A10 apresentou coloragao variando de castanho avermelhado a acastanhada. Isto se relacionou
com os perfis de ficobiliproteinas, sendo as unicas a apresentarem niveis detectaveis de
ficoeritrina nos extratos aquosos (Tabela 07, Figura I-3). Na cepa A10 a concentragdo foi de
11,52 + 2,60 mg-g’!, enquanto em B1 chegou a 48,88 + 5,00 mg-g™!, apresentando diferenca
significativa em si. Embora a concentracdo de ficoeritrina de A10 resulte em extracdo de
coloragdo intensa, os niveis ainda sdo distantes de B1, que em comparac¢ao com a literatura se
mostra promissora para exploragdo biotecnologica. Em estudo prospectivo de cianobactérias
produtoras de pigmentos em diversas cavernas na Tailandia, Limrujiwat, Supan e Khetkron
(2022) identificaram seis cepas, dentre as 86 isoladas, com perfil interessante para producao de
ficobiliproteinas, em especial para ficoeritrinas. Os conteudos de ficoeritrina de quatro destas
cepas estdo listados na Tabela 10, a partir da qual ¢ possivel perceber que a cepa Leptolyngbya
sp.5 B1 apresentou conteudo equivalente ao de Leptolyngbya sp. SCOMO1 e Leptolyngbya sp.
LKK14.

Tabela 10: Comparacao do conteudo de ficoeritrina desta pesquisa com trabalhos em que
a extracdo ocorreu em tampao aquoso via congelamento/descongelamento.

Microrganismo Conteado de PC (%)* Referéncia
'Porphyridium purpureum 3,32 Kathiresan et al. (2007)
2Anabaena circinalis 3,15 Ojit et al. (2015)
3Pseudanabaena sp. 2,924 Mishra et al. (2012)
3Nostoc commune 1,40 + 0,01 Vi ¢ al. (2020)
3Lyngbya sp. 0,10 £ 0,01 ceactal
3Lyngbya sp. CCNM 2053 2,40 £0,13 Ghosh e Mishra (2020)
Leptolyngbya sp. SCOMO1 5,37
Leptolyngbya sp. LKK14 4,39  Limrujiwat, Supan e Khetkron
Scytolyngbya sp. LKKO05 9,78 (2022)
Nostoc sp. SW02 16,90
Leptolyngbya sp.5 Bl 4,89 +0,50

Est
Leptolyngbya sp.1 A10 1,15 +2,60 ste estudo

*Média ou Média + desvio-padrao relativo a massa seca, disponivel nas referéncias ou convertidos a
partir delas. 'Trata-se de uma microalga eucariota utilizada para produ¢do comercial de ficoeritrina.
2Atualmente Dolichospermum circinale (Rabenhorst ex Bornet & Flahault) Wacklin, Hoffmann &
Komarek. *De origem marinha. *Conteudo de ficoeritrina quando em luz verde chega a 4,17%.

As condicdes de cultivo e métodos de extracdo empregados neste trabalho e por
Limrujiwat, Supan e Khetkron (2022) sdo muito similares, diferindo no tempo de cultivo e na
forma de agitacdo empregada: 14 dias de aeragdo frente a 21 dias e cultivo em mesa agitadora,

respectivamente. Em relacdo aos demais dados listados na Tabela 10, Leptolyngbya sp.5 Bl
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apresentou maior conteido de pigmentos, com excec¢ao de Scytolyngbya sp. LKKOS e Nostoc
sp. SWO02. Estas espécies apresentaram as maiores concentragdes do pigmento para

cianobactérias em cultivos nao otimizados registradas até o0 momento.

5.2.3 Extracao e quantificacio de carotenoides e escitoneminas

Os pigmentos apolares foram extraidos a partir da biomassa remanescente da extragdo
de ficobiliproteinas. Nas cianobactérias, estes pigmentos sdo considerados pertencentes ao
metabolismo secundédrio e produzidos em pequenas concentragdes, especialmente em
condi¢cdes adversas. Pensando nisso, foi introduzida a radiagdo ultravioleta UV-A e UV-B para
estimular a sintese destes pigmentos. Entretanto, escitoneminas foram detectadas apenas em
A4, A7,A10 e Bl em concentragdes inferiores a 0,1 mg-g™! (Dados ndo mostrados). De acordo
com Gao et al. (2021), as escitoneminas estao presente na bainha de mais de 300 cianobactérias,
principalmente dos géneros Nostoc, Scytonema, Calothrix, Lyngbya, Rivularia e
Chlorogloeopsis. Os teores podem variar de 0,08 a 7,98% em relacdo a massa seca. A
escitonemina ¢ um pigmento apolar encontrado na bainha de cianobactérias e esta relacionado
a protecdo contra a radiagdo ultravioleta A, déficit de nutrientes, altas temperaturas ou estresse
foto-oxidativo.

Apesar das cepas terem sido expostas a radiacdo UV-A, o tempo de exposi¢ao pode ter
sido insuficiente para estimular a sintese desta classe de pigmentos, considerando que as demais
condicoes de cultivo foram brandas. Em estudo sobre a influéncia da iluminagao ultravioleta
no conteudo de pigmentos de Leptolyngbya cf. fragilis, Kokabi et al. (2019) identificaram
aumento significativo na produgdo de escitoneminas, podendo dobrar a concentra¢ao. Por outro
lado, o resultado obtido nesse estudo pode também decorrer da incapacidade das cepas em
produzi-las ou a baixa resolu¢do da técnica de detec¢@o e quantificacdo. Em praticamente todas
as cepas (Figuras 07 a 19), a presenca de bainha foi pouco expressiva e, naquelas em que fora
evidente, se apresentou muito delgada (caracteristica de seus respectivos géneros), contrastando
com aquelas espécies que sdo ricas neste pigmento, as quais apresentam bainha com coloracao
acastanhada intensa (RASTOGI; INCHAROENSAKDI, 2014). Além disso, a detec¢do por
espectrofotometria considera apenas a absor¢ao em 384 nm num extrato bruto contendo outros
pigmentos e compostos que podem causar interferéncias além das consideradas na Equagao 05.
Tais possibilidades poderiam ser exploradas em estudos focados nos mecanismos de sintese
destes pigmentos e estratégias de protecao contra condi¢des adversas, o que esta fora do escopo

desta pesquisa que visa a obten¢@o de cepas com alta producdo de pigmentos.
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Carotenoides totais foram detectados em todas as cepas, mas apenas B4, F1, F2, 8A4,
FA3, A4 e A7 apresentaram teores maiores que 0,1 mg-g™!, chegando até 0,387 mg-g!' em 8A4
(Figura 23). O teste de Kruskal-Wallis indicou que ha diferenga significativa entre os grupos
(H8=23,66; p=0,003) e o teste post-hoc de Dunn mostrou que ha diferenga apenas entre 8A4 e
B4, A4 e A7, indicando ndo haver uma cepa distintamente produtora de carotenoides. Por outro
lado, os teores de carotenoides sao condizentes com aqueles de outras cianobactérias. Miiller,
Rodriguez e Lourenco (2003) obtiveram até 0,481 mg-g! de carotenoides totais em
Synechocystis pevalekii, isolada em Ubatuba, Sdo Paulo. Hotos (2021) obteve, a partir do
cultivo de Phormidium sp. em diferentes niveis de salinidade, rendimentos de carotenoides
totais de 0,094 a 0,166 mg-g™'. Em estudo prospectivo, visando a producdo de compostos de
interesse anti-idade, Morone et al. (2020) obtiveram concentragdes de carotenoides totais de
0,215 mg-g! para Phormidium sp. LEGE 05292; 0,383 mg-g™! para Synechocystis salina LEGE
06099; 0,371 mg-g™! para Nodosilinea nodulosa LEGE 06102; 0,188 mg-g™! para Cyanobium
sp. LEGE 06113; 0,162 mg-g"! para Synechocystis salina LEGE 06155; 0,154 mg-g"! para
Cyanobium sp. LEGE 07175; e 0,118 mg-g! para Tychonema sp. LEGE 07196.

0.50

0.40

HH

ab ab

0.30 ab

0.20 a a a

Carotenoides (mg-g%)

0.10

0.00
B4 F1 F2 FA3  8A4 A4 A7

Figura 23: Concentragdo de carotenoides nas diferentes cepas em relacdo a massa seca. As letras
minusculas (a, b) representam dados estatisticamente distintos a partir de Kruskal-Wallis e teste post-
hoc de Dunn com p<0,05.

Em condic¢des otimizadas, a producao de carotenoides pode ser elevada em até dezenas
de vezes. Utilizando um projeto fatorial Box-Behnken para temperatura (20 a 30°C), pH (6,0 a
9,0) e salinidade (10 a 30 gnaci-L 1), Pagels et al. (2020) obtiveram produtividade de 2,04 mg-L-
I.d"! de carotenoides totais a partir de Cyanobium sp. LEGE 06113 (mesma cepa estudada por
Morone et al. (2020)), o que corresponde a um actmulo total de aproximadamente 16,10 mg-g"
!'ao final de 18 dias de cultivo. Isso se deve também ao elevado rendimento de biomassa desta

cepa, até cerca de 2,28 g-L! nas condi¢des otimizadas. Embora as produtividades maximas
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alcangdveis em otimizagdes sejam intrinsecas a cada cepa, as cepas da Figura 23 podem ser

exploradas na perspectiva de biorrefinaria, especialmente Phormidesmis sp. F2 que apresenta

alta concentracio de ficocianina (6,77 = 0,28 mg-g') e bom rendimento de biomassa

(1,35+ 0,08 g-L™.

5.2.4 Selecido das cepas isoladas

Algumas cepas neste estudo apresentaram teores de pigmentos compativeis aos

indicados na literatura como passiveis de exploragdo biotecnologica. Além disso, quando

relacionado ao rendimento de biomassa, se mostram ainda mais interessantes (Tabela 11).

Tabela 11: Melhores cepas deste estudo em comparacio com a literatura.

Condicoes de cultivo Microrganismos PE (%) PC (%) Y(g' L1 Ref.
Leptolyngbya sp.5 Bl 489+0,50 0,41+0,04 1,63+0,09
Meio BG-11, aeragdo de Leptolyngbya sp.1 A10* 1,15+0,26 1,18+0,28 1,58+0,09
281,5 mL-min’!, 24 + 2°C, Pseudophormidium sp. B4 ND 523+0,20 1,02+0,03 1
; 2.1
14 dias com 15 umol'm™s™  propifinema sp. F1 ND 4624050 1,17+0,12
Phormidesmis sp. F2 ND 6,77+0,28 1,35+0,08
. Leptolyngbya sp. SCOMO1 5,66+0,16 3,29+0,24 0,62 +0,02
Meio BG-11, em shaker a
120 rpm, 27 = 2°C, 21 dias Leptolyngbya sp. LKK14 436+0,16 2,77+0,08 0,17+0,05 5
2. ol
com 10 pmol-m™s Seytolyngbya sp. LKKOS 9,20£0,28 4,16+0,16 0,71 +0,06
constante
Nostoc sp. SW02 16,90 + 0,24 994 +0,26 0,55+0,10
Meio BBM, injecao de CO»
a 2,5 % v/v, 18 dias com Chroococcidiopsis sp. 4,74 8,33 3,00 3
70 pmol-m2-s™! constante
Meio BBM, 25°C, 8 dias
com 180 pmol-m 25! Pseudanabaena mucicola - 10,4 0,58 4
constante
Meio SW-MSGR, 25 + 2°C, gls”l”‘l’”“ subsalsa FACHB- - 530+£022 1,56+0,11
10 dias com 60 pmol-m=2-s~ rthrospira platensi 5
! tant rthrospira platensis )
constante FACHB-350 5,09+£0,29 0,40+ 0,05
Meio Zarrouk, 30 °C,
injeg@o de ar/CO, (97/3v/v)
a5 L-min, 11 dias luz Arthrospira platensis M2 - 12,5 4,80 6
vermelha + 14 dias luz azul,
a 90 pumol-m>-s™!
Meio ASN-III, 25 + 2 °C, 21
dias a 220 lux, 12:12h Pseudanabaena sp. 3,00 0,26 0,82 7
claro:escuro
Meio BG-11, 28 +2°C, 15
dias com 40 umol-m2-s7", Dolichospermum circinale 3,59 13,5 ? 8
14:10 h claro:escuro
Meio BG-11, 45°C, aerado
com 2,76 L-min’!, 12 dias a
1200 lumens, 16:8 h Synechococcus sp. PCC6715 - 239+0,10 3,96+0,34 9
claro:escuro
Meio SOT, lagoa aberta de Arthrospira platensis - 12+£2 3,31 10

30 m?, 31 dias com coleta a
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cada 2 dias, iluminagao
natural.

PC - ficocianina; APC — aloficocianina; PE — Ficoeritrina; Y — produtividade de biomassa; Ref. —
referéncia bibliografica de origem; ND — Nao detectado; ? — Nédo informado e sem dados que permitam

[33R2]

o calculo; “-” — Nao informado se ndo detectado ou ndo quantificado. *Cultivado em meio ASM-1.
Referéncias: ! Este estudo; “Limrujiwat, Supan e Khetkron (2022); *Montero-Lobato et al. (2020);
“Khatoon et al. (2018); SJiang, Yu e Pei (2021); °Chini Zittelli et al. (2022); "Mishra et al. (2012b); 30jit
etal. (2015); °Klepacz-Smoika et al. (2020); 'Yu et al. (2019).

As cepas F1,F2, A10, B4 e Bl apresentaram uma boa combinacao de teor de pigmentos
e rendimento de biomassa, havendo destaque para F2 e B1 que podem ultrapassar os 75 mg-L°
! de rendimento de pigmentos. Comparado a literatura, em alguns casos, as cepas podem
apresentar menor teor de pigmentos, mas t€ém maior rendimento de biomassa em periodo mais
curto de cultivo em condig¢des brandas de iluminagao, fazendo com que tenham produtividades
similares ou melhores. No caso do trabalho de Limrujiwat, Supan e Khetkron (2022), que tem
os maiores teores de ficoeritrina, quando se avalia a produtividade volumétrica, a cepa Nostoc
sp. SW02 que teve cerca de 16% de ficoeritrina, rendeu 4,43 mg-L'-d"!, enquanto Leptolyngbya
sp.5 B1 gerou 5,69 mg-L!'-d"!. Comparado a cultivos otimizados, a cepa B1 se mostra inferior,
como no caso de Montero-Lobato et al. (2020) que teve produtividade volumétrica aproximada
de 7,9 mg-L!-d"! para ficoeritrina. Entretanto, B1 ainda pode ter seu cultivo e extragdes
otimizadas, especialmente no que tange a fontes de nitrogénio e estudo da intensidade luminosa
ideal.

Para ficocianina, a cepa Phormidesmis sp. F2 produziu maior quantidade de pigmento
ao final do cultivo (cerca de 91 mg-L™!), com uma produtividade volumétrica de 6,53 mg-L!-d-
!, Estes valores se aproximam daqueles obtidos por Khatoon et al. (2018), Klepacz-Smotka et
al. (2020) e Jiang, Yu e Pei (2021), mas estdao distantes de resultados como os de Montero-
Lobato et al. (2020) ou Chini Zittelli et al. (2022), com produtividades volumétricas de 13,88 ¢
54,54 mg-L!-d"!, respectivamente. Nestes estudos, os cultivos foram mantidos em condicdes
ideais e, no ultimo caso, cultivada em batelada alimentada. Em estudo do cultivo de Arthrospira
platensis em lagoa aberta de 30 m®, Yu et al. (2019) mantiveram a produtividade de biomassa
em 0,109 g-L'-d"! ao longo de 31 dias, por meio de cortes a cada dois dias com recuperacio da
biomassa por filtragdo e reuso do meio adicionado de novos nutrientes. Os autores alcangcaram
ao todo 3,31 g-L"! e uma produtividade volumétrica de ficocianina de 12,8 mg-L™!-d!. Embora
de menor produtividade de pigmento, a cepa Phormidesmis sp. F2 deve ainda ser estudada
visando melhorias de produtividade e rendimentos, além de avaliacdo do custo energético.

Cepas de A. platensis foram estudadas e testadas de inimeras formas para se chegar aos bons
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niveis de produtividade e viabilidade comercial para produ¢do de pigmento, um caminho que

devera ser percorrido por qualquer outra cepa que apresente algum diferencial.

5.3 Cultivo em fotobiorreator

5.3.1 Caracterizacio hidrodinamica do fotobiorreator

O gas hold-up (ec) pode ser entendido como o volume relativo de gas que esta presente
na dispersao gés-liquido em um biorreator. Essa retencdo de gas determina a transferéncia de
oxigénio e gas carbonico do ar injetado para a fase liquida (HOFMEESTER, 1988). Como uma
variavel adimensional, ¢ importante para estudos de escalonamento de producdo e pardmetro
para estudos das transferéncias de massa mantidas no fotobiorreator. Como pode ser observado
na Figura 24A, o &g no fotobiorreator variou proporcionalmente ao aumento da velocidade
superficial (Ug) do ar injetado — algo comum para pequenas faixas de variacao da Ug, como a
avaliada neste estudo. O aumento da Ug pode ocasionar mudanca no fluxo de bolhas de
“borbulhante” para “golfadas”, mudando completamente a hidrodindmica do fotobiorreator
(HYUN; SIK; HYUN, 2012). Velocidades superficiais mais brandas e consequentemente g
menores, como as empregadas neste estudo, sdo essenciais para manter a integridade das células
durante o cultivo, uma vez que a ruptura de bolhas pode ocasionar danos as células — observado
em estudos com microalgas eucariotas e células animais, ndo se aplicando necessariamente em
cianobactérias filamentosas (LOPEZ-ROSALES et al, 2019). Além disso, a taxa de
cisalhamento na coluna d’agua ¢ proporcional a velocidade superficial do gas, incidindo em
maior estresse a cultura. Em fluxo borbulhante, Yoon, Shin e Park (2008) identificaram a
velocidade superficial entre 0,0026 e 0,005 m-s™! como ideal para o aumento da produtividade
de biomassa de Trichormus variabilis (Kiitzing ex Bornet & Flahault) Komarek & Anagnostidis

[anteriormente Anabaena variabilis], nao havendo diferenca significativa entre elas.
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Figura 24: Hidrodindmica do fotobiorreator. A — reten¢do do gas em fun¢@o da velocidade superficial
do gas; B — Tempo de mistura em fun¢do da velocidade superficial. Linhas de tendéncia e coeficiente
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de correlagdo de Pearson (R?) mostradas em ambos. Letras (a, b, ¢) sobre as colunas indicam grupos
com diferenca significativa via ANOVA seguida de DHS de Tukey com p<0,05.

O tempo de mistura corresponde ao tempo necessario para que o meio atinja mais ou
menos 5% do valor estabilizado de pH. Desta forma, considera-se que este ¢ o tempo necessario
para que se atinja a mistura total. Embora exista a redu¢cdo do tempo de mistura com o aumento
da velocidade superficial do gés, ela s6 ocorre de forma significativa em faixas maiores de
variagdo da Ug (Figura 24B, Tabela 1-2), o que afeta a correlagdo entre as varidveis. Em
caracterizagao de fotobiorreator de 50 L, Aratjo (2014) obteve tempos de mistura de 65 € 20 s
para velocidades superficiais entre 0,004 e 0,010 m-s’!, respectivamente. A relagio
inversamente proporcional € similar, entretanto, o tempo de mistura ¢ cerca de 8 vezes maior
que aqueles observados nesta pesquisa. O posicionamento do eletrodo para medi¢ao do pH pode
ter influenciado a obtencdo de menor tempo de mistura, dado que, estando no topo do
fotobiorreator, o eletrodo se insere na area de maior turbuléncia onde o pH pode ter se
estabilizado antes da parte inferior da coluna, mesmo a solugdo 4cida tendo sido injetada na

area central do fotobiorreator.

5.3.2 Cultivo das cepas selecionadas em fotobiorreator do tipo coluna de bolhas

Com base na discussio do topico anterior, manteve-se a areagio de 1,8 L-min™ para os
cultivos das cepas selecionadas, correspondente a uma velocidade superficial de 0,0038 m-s™!
e tempo de mistura de 8,2 s (Figura 24 B). O acompanhamento do crescimento via medicao da
biomassa didria e a produtividade de pigmento em intervalos de quatro dias para as cepas
Phormidesmis sp. F2 e Leptolyngbya sp.5 B1 € apresentado na Figura 25 A e B, respectivamente.
Estas cepas foram selecionadas por apresentarem maiores teores de pigmento e rendimento de
biomassa. Diferentemente do comportamento em cultivo em erlenmeyer, ambas as cepas
apresentaram fase lag bem definida em fotobiorreator. O crescimento de F2 teve fase
exponencial bem definida apenas entre os dias 2 e 4, em que a taxa de crescimento especifico
maxima (Umax) foi de 0,57 d™!. Entre os dias 4 ¢ 13 o crescimento ocorreu de forma linear e se
estabilizou, com pequena queda até o décimo sexto dia (fase estacionaria, inicio de declinio) —
graficos de velocidade especifica de crescimento e a linearizagdo da curva encontram-se no

Apéndice B, Figura [-5.
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Figura 25: Curvas de crescimento, produtividades volumétricas e teores de pigmentos em intervalos de
quatro dias para as cepas Phormidesmis sp. F2 (A) e Leptolyngbya sp.5 B1 (B) no fotobiorreator de
coluna de bolhas. PC — Ficocianina; PE — Ficoeritrina.

A produtividade de pigmento de F2 atingiu seu maximo no décimo segundo dia
(8,62 + 0,34 mg-L'-d"), quando representou 6,54% da biomassa seca total, porcentagem
similar ao obtido no décimo quarto dia de cultivo em erlenmeyer (Figura 25 A). Por mais que
a produtividade de pigmento seja afetada pelo tempo de cultivo, a variagdo ao longo do tempo
¢ influenciada pelo teor de pigmentos que aumenta junto com a concentracdo de biomassa.
Entretanto, ao final do cultivo a concentragcdo do pigmento cai drasticamente, apesar da
concentragao de biomassa ter reducgdo suave. Este comportamento pode estar relacionado a dois
fatores: disponibilidade de luz e exaustdo de compostos nitrogenados. Nas fases iniciais do
cultivo a baixa concentracio de biomassa torna a agitacao mais eficiente, mantendo a exposi¢ao
das células elevada, contribuindo para o crescimento, mas a “abundancia” de luz faz com que
ndo sejam necessarias tantas ficobiliproteinas para seu aproveitamento. Com o aumento da
concentragdo celular, a disponibilidade de luz diminui, sendo necessario mais pigmentos para
atender as demandas energéticas (HYUN; SIK; HYUN, 2012; WASE; YEN; WRIGHT, 2013;
WILTBANK; KEHOE, 2019; LIMRUJIWAT; SUPAN; KHETKORN, 2022). Em situagdes de
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privacao de nitrogénio, algumas cianobactérias que sdo incapazes de fixar nitrogénio molecular,
degradam as ficobiliproteinas e polipeptidios ligantes que formam os ficobilissomos
(LIOTENBERG et al., 1996; KHATTAR et al., 2015; XIE et al., 2015). Para confirmac¢ao desta
hipotese, os niveis de nitrogénio no meio devem ser monitorados em outros experimentos.

Em Leptolyngbya sp.5 B1 os teores de pigmentos tiveram comportamento similar aos da
cepa anterior (Figura 25 B). Entretanto, a concentracdo de ficoeritrina ndo caiu da mesma forma
que a de ficocianina em F2, assim como a concentracdo de biomassa nado teve reducdo. Além
disso, a cepa B1 apresenta uma curva de crescimento diferenciada. A fase exponencial ¢ mais
longa, entre os dias 2 e 5, com taxa de crescimento especifico maxima (imax) de 0,49 d'. O
comportamento linear comega a se desenvolver, mas entre os dias 7 ¢ 9 a biomassa se mantém
estavel como numa fase estaciondria. Era de se esperar que a fase estacionaria se mantivesse,
mas novamente assume comportamento linear — graficos de velocidade especifica de
crescimento e a linearizagdo da curva encontram-se no Apéndice B, Figura [-6. Um
comportamento similar fora observado no cultivo em erlenmeyer (Figura 21 E), onde ocorre o
crescimento, seguido da fase tipo estaciondria € novamente o crescimento at¢é uma nova
estabilizacao. Mais repeti¢des devem ser executadas em fotobiorreator para verificar se este
resultado se trata de um comportamento tipico ou se poderia estar relacionado a erros de
medi¢ao. Acompanhar por mais tempo o crescimento até a percepgao de declinio também pode
auxiliar a compreender o comportamento do crescimento desta cepa.

Em relagdo a literatura, o cultivo de cianobactérias em fotobiorreatores para producao
de ficobiliproteinas nao ¢ tao diverso, estando mais concentrada em otimizacdes de condi¢des
de cultivo e protocolos de extracdo. O trabalho de Nwoba et al. (2020) obteve produtividade de
ficocianina de 16,30 + 1,31 mg-L'-d"! em fotobiorreator de coluna de bolhas sob iluminagio
natural, controle de temperatura e meio otimizado para 4. platensis. Ja Chaiklahan et al. (2022)
obtiveram produtividade volumétrica de 123,66 = 8,39 mg-L™!'-d"! em A. platensis ao ajustar a
concentragdo do indculo para densidade Optica para 0,6 e intensidade luminosa para
2300 umol-m2-s™! num fotobiorreator tubular com aeracdo. Em condi¢des de iluminagio mais
proximas aquelas aqui empregadas, Xie et al. (2015) obtiveram produtividade méxima de cerca
de 30 mg-L!-d"! em intensidade luminosa de 75 pmol-m™2s”' em um meio otimizado para 4.
platensis, consistindo em valor ainda distante dos 8,62 mg-L!-d"! obtido por F2, contudo, vale
ressaltar que esta cepa de A. platensis atingiu concentracdes de biomassa de até 8 g-L™!.

A ficoeritrina ¢ obtida comercialmente a partir de microalgas eucaridticas como
Porphyridium purpureum ou outras espécies do mesmo género (LI et al., 2019a). Velea, Ilie e

Filipescu (2011) obtiveram produtividade volumétrica de 30,42 mg-L'-d! em estudo da
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otimizagdo de cultivo em fotobiorreator de 3 L ao final de 16 dias de cultivo. Em outro estudo
de otimizacdo, Li et al. (2019) atingiram produtividade maxima de ficoeritrina de
19,3 mg-L!'-d"! ao suplementar o meio ASW com 17,6 mM de nitrato de potassio no cultivo de
Porphyridium purpureum SCS-02 em fotobiorreator de 1 L. J& Guihéneuf e Stengel (2015)
obtiveram produtividade volumétrica méxima de 3,88 + 0,45 mg-L"!-d"! em meio suplementado
com nitrato de sodio. Produtividades volumétricas similares sao indicadas em revisao realizada
por Li et al. (2019a). As ficoeritrinas de cianobactérias apresentam diferengas estruturais, assim
como propriedades funcionais e estabilidade diferenciadas daquelas produzidas pelas
microalgas eucarioticas, sendo normalmente denominadas C-ficoeritrinas. Neste estudo, a
produtividade volumétrica méxima foi de 6,99 + 0,49 mg-L™!-d"! (Figura 25) sendo maior que

a usual relatada para Porphyridium purpureum.

5.4 Influéncia da intensidade luminosa e cor de luz sobre a producio de ficobiliproteinas
pelas cepas selecionadas

O uso de iluminagdo de cores e intensidades luminosas diferenciadas no cultivo das
cepas selecionadas promoveu variagdes significativas na concentragdo dos pigmentos alvo
(Tabela 12 e 13, Figura 1-7). Por outro lado, ndo houve variacdo nas propriedades
espectroscopicas dos extratos obtidos nos diferentes tratamentos, apresentando picos nas
mesmas regides, embora com diferentes amplitudes (Figuras I-8 e [-9). No experimento
executado com a cepa Leptolyngbya sp.5 B1, apenas a cor de luz afetou os teores de ficocianina,
sendo que a luz vermelha promoveu um aumento significativo em relagdo as demais. Para
aloficocianina, ndo houve efeito de qualquer fator. Ja para a ficoeritrina, o pigmento de maior
interesse nesta cepa, tanto os fatores (cor de luz e intensidade luminosa) quanto a interagao
destes apresentou efeito significativo sobre a variavel resposta. A luz vermelha inibiu a sintese
de ficoeritrina a ponto de ndo ser detectada pelo método de quantificacao empregado. O uso da
luz verde elevou significativamente a producdo de ficoeritrina, porém, assim como quando
utilizada a luz branca, o aumento da intensidade luminosa reduziu o teor de pigmento. A maior
concentragio do pigmento de interesse para esta cepa (87,70 + 3,16 mg-g') foi obtida
utilizando menor intensidade luminosa (25 pmol'm?-s') de luz verde. Em relacio ao
rendimento de biomassa, ambos os fatores afetaram significativamente a resposta. O maior

'~ aumento ou

rendimento foi obtido a partir da combinacdo de luz branca e 50 pmol-m™>-s’
reducdo na intensidade afetaram negativamente o acimulo de biomassa. Além disso, a luz
vermelha reduziu o acumulo de biomassa. Este comportamento provavelmente se explica pela

composi¢ao dos ficobilissomos nesta condigdo. Embora haja aumento da producido de
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ficocianina, para aumentar a captacdo de energia sob a luz vermelha, este ndo supre a
necessidade energética para atingir os mesmos valores de biomassa obtidos nas luzes branca e
verde (nesta, exceto a 100 pmol-m2-s™). Assim, a condi¢io mais interessante para obtengio de
ficoeritrina se da naquela em que ha tanto maior rendimento de biomassa quanto acumulo de
pigmento, o que é obtido a partir da combinagio de luz verde com 25 pmol-m™-s™!, uma vez

que nesta condi¢do, obtém-se a maior produtividade volumétrica do pigmento.

Tabela 12: Respostas as diferentes combinagdes de cor de luz e intensidade luminosa para
a cepa Leptolyngbya sp.5 B1 com interesse a producio de ficoeritrina.

Trat.  Biomassa (g'L') PC (mg-g!) APC (mg'g!) PE(@mgg! X(mgL!'d"
BR25 1,37+0,09°  2889+245  2823+2,11 4943+5,18° 4,85 +0,83*
BR50 1,66 +£0,13>  26,55+0,888  2729+1,18 41,05+3,85® 4,86 +0,83°
BR100 1,40 £0,13* 20,70 +1,05*  22,36+237 19,37 £2,66° 1,93 +£0,44°
VD25 1,33+0,03* 17,54 +£2,97°  17,61+246 87,70 3,16 8,30 + 0,48°
VD50 1,33+0,11* 16,65+ 0,47 15,15+0,58 44,19 + 0,45 4,21 +0,38¢
VD100 0,97 +0,08c  21,19+326*  20,85+331 42,61 +627° 2,95+0,67°
VM25 1,00 £0,02¢ 53,93 +6,62° 23.83+2,17 ND -

VM50 1,02+0,11¢ 5527 +3,00° 26,94 +2,15 ND -
VM100 0,91 £0,05¢ 57,01 £6,79° 28,63 +4.21 ND -

PC — Ficocianina; APC — Aloficocianina; PE — Ficoeritrina; X — Produtividade Volumétrica; ND — Néo
detectavel. Os tratamentos sdo representados pela sigla da cor (BR: Branca; VD: Verde; VM: Vermelho)
seguida da intensidade luminosa (25, 50 ou 100 umol'm=2-s'). Dados representados como
média + desvio-padrao seguidos por letras para distingdo de andlise estatistica. Letras diferentes nas
colunas indicam diferenca significativa entre os tratamentos a partir de ANOVA de duas vias. Cada
coluna indica uma varidvel resposta, sendo elas avaliadas separadamente. Em negrito o tratamento que
resultou em maior teor e produtividade de ficoeritrina.

Os resultados supracitados vao de encontro aos obtidos por Mishra et al. (2012) que
cultivaram Pseudanabaena sp. em erlenmeyers cobertos com filmes de celofane verde, azul,
amarelo e vermelho. Em relagdo ao controle (luz branca), o aumento obtido pelo autores foi de
63%, enquanto o obtido neste estudo foi de 77,42%. Por outro lado, no experimento de Mishra
et al. (2012) o filtro vermelho afetou menos intensamente a concentracao de ficoeritrina que o
uso da luz vermelha neste estudo. Khan et al. (2019) obtiveram resposta similar utilizando
Pseudanabaena catenata USMAC16 e P. amphigranulata USMACI18, com maiores teores de
ficocianina na luz vermelha e ficoeritrina sob a luz verde. Em relagdo a reposta ao aumento da
intensidade luminosa, estudos utilizando algas vermelhas também obtiveram produgdo mais
elevada em menores intensidades luminosas (CHALOUB et al., 2015; YEH et al., 2022). Isto

ocorre devido as estratégias de aclimatagcdo em fun¢do da intensidade luminosa, quanto menos

luz disponivel, maior a necessidade de captores da energia luminosa.
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A variacdo no perfil de ficobiliproteinas em fung¢ao da cor da luz incidente ocorre devido
ao mecanismo de Aclimatacdo Cromatica (CA — termo substitui “adaptacdo cromatica
complementar” cunhado no inicio do século passado), que permite que as células se adaptem
para regular a fotossintese de acordo com a qualidade e quantidade de luz do ambiente. Sao
conhecidos pelo menos sete processos de aclimatagdo a luz verde e vermelha e, naquelas cepas
oriundas de dgua doce que apresentam tanto ficocianina quanto ficoeritrina, pode apresentar
trés respostas distintas: (i) nenhuma alteracdo no teor de pigmentos; (ii) maior concentragao de
ficoeritrina na luz verde em comparacdo com a vermelha, sem alteracdo dos niveis de
ficocianina; e (iii) niveis de elevados de ficoeritrina na luz verde e baixos na luz vermelha,
enquanto para ficocianina ocorre o inverso. O comportamento apresentado pela cepa Bl
(auséncia de ficoeritrina e alto teor de ficocianina quando cultivada em luz vermelha) ¢
compativel com a repostas iii regulada por um mecanismo denominado CA3 (HIROSE et al.,
2019; ARIYANTI; IKEBUKURO; SODE, 2021).

No organismo modelo Microchaete diplosiphon UTEX 481, o mecanismo CA3 ¢
desencadeado pela fosforilacio de um fotorreceptor RcaE, ativada pela luz vermelha, que
culmina na fosforilagdo de RcaC, um regulador da subfamilia OmpR/PhoB. Este, por sua vez,
controla diretamente a repressdo do operon cpeC ¢ a ativagdo do operon cpc2. Enquanto o
operon cpeC contém genes codificadores de proteinas ligantes de ficoeritrina e ativadores dos
genes que codificam as subunidades a e  da ficoeritrina (cpeBA) e as oxidoredutases de sintese
de ficoeritrobilina (pebAB), o operon cpc2 contém os genes que codificam a sintese de
subunidades e cromoforo da ficocianina. Por outro lado, sob a luz verde, RcaC tem atividade
de fosfatase, o que culmina na redugdo da ativacdo do operon cpc2. Embora a resposta a
diferentes cores de luz seja similar a que ocorre na cepa modelo, a confirmac¢do do mecanismo
requer estudos aprofundados de expressdo génica. Além disso, a aclimatacdo cromatica se da
de forma e intensidade diferentes entre as espécies de cianobactérias (HIROSE et al., 2019;
SANFILIPPO et al., 2019).

Nos experimentos com a cepa Phormidesmis sp. F2, as diferencas significativas nos
teores de pigmentos foram induzidas pela combinagao de fatores (Tabela 13). As iluminagdes
azul e vermelha associadas as intensidades luminosas mais elevadas promoveram maior
acumulo de ficocianina, enquanto as diferentes combinagdes nao diferiram significativamente,
de modo que para a luz branca, o aumento de intensidade luminosa na faixa testada, ndo afeta
o teor deste pigmento. Por outro lado, apenas a combinacao de luz azul e maior intensidade
luminosa gera aumento significativo no teor de aloficocianina. Em relagdao ao rendimento de

biomassa, os fatores influenciaram isoladamente. Os maiores valores nominais foram obtidos
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na luz branca, na qual a diferenga significativa se deu apenas entre 25 e 100 umol-m™-s™ —mas
nao de ambos em relacdo a intensidade média. No cultivo com a luz azul, o rendimento de
biomassa foi influenciado apenas pela maior intensidade luminosa. J4 na luz vermelha, a
intensidade luminosa teve efeito a partir de 50 pmol-m™-s™!, elevando a biomassa. Embora esta
cor de luz promova um acimulo de biomassa mediano, o teor de pigmento € o maior entre todos
os tratamentos. Isto ¢ refletido na elevada produtividade volumétrica do tratamento VM100,
que foi de 13,38 £ 0,77 mg-L!-d"!. Entretanto, este valor ndo difere estatisticamente do
tratamento BR50, com produtividade de 9,74 + 3,01 mg-L!-d'. Assim, qualquer um destes
tratamentos (BR50 e VM100) podem ser empregados ao visar unicamente a obtengdo de

ficocianina.

Tabela 13: Respostas as diferentes combinagodes de cor de luz e intensidade luminosa para
a cepa Phormidesmis sp. F2, com interesse a producio de ficocianina.

Trat. Biomassa (g-L™) PC (mg-gh) APC (mg-g™) X(mg-L'-d")
BR25 1,63 £0,132 56,64 + 5,76 17,68 £1,212 6,58 £1,19%
BRS50 2,05 +£0,21* 66,36 +13,74% 22,10 + 3,66 9,74 + 3,012
BR100 2,25 +£0,10° 31,77 £5,42? 13,53 £0,652 5,10 £ 1,09
AZ25 0,65 £0,05¢ 41,33 £2,60° 16,74 £ 3,082 1,92 +£0,28¢
AZ50 0,73 £0,05¢ 69,68 + 9,452 23,57 £0,36% 3,64 +0,752b¢
AZ100 1,02 £0,014 104,92 + 6,25° 44,10 +£2,39¢ 7,67 £ 10,5524
VM25 0,84 £0,11° 60,77 £2,33? 22,30+£2,18 3,63 £+ 0,622b¢
VM50 1,29 + 0,102 54,97 £2,10* 15,85 + 0,44 5,06 £ 0,57
VYM100 1,35 £ 0,04¢ 138,38 + 3.,46°¢ 23,24 +£2.81* 13,38 £ 0,77

PC - Ficocianina; APC — Aloficocianina; X — Produtividade Volumétrica. Os tratamentos sdo
representados pela sigla da cor (BR: Branca; AZ: Azul; VM: Vermelho) seguida da intensidade luminosa
(25, 50 ou 100 pmol-m2-s!). Dados representados como média + desvio-padréo seguidos por letras para
disting@o de analise estatistica. Letras diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre os
tratamentos a partir de ANOVA de duas vias. Cada coluna indica uma variavel resposta, sendo elas
avaliadas separadamente. Em negrito os tratamentos que resultaram em maior produtividade de
ficocianina.

Em estudo realizado por Zittelli et al. (2022), no cultivo de Arthrospira platensis M2, a
luz azul promoveu menor acimulo de biomassa (menos que 1 g-L!) e maior teor de ficocianina
(cerca de 132 mg-g') comparado as luzes branca e laranja. Klepacz-Smoltka et al. (2020)
também obtiveram maior rendimento de ficocianina no cultivo de Synechococcus PCC 6715
sob luz azul, embora os teores obtidos sob a luz vermelha tenham sido mais altos que em luz
branca. Ja para Prates et al. (2018), ao utilizar Spirulina sp. LEB 18, o maior acimulo de
ficocianina (126,39 mg-g™!) foi sob luz verde, mas com maior biomassa sob luz vermelha

(1,77 g-LY). Em outras pesquisas, as respostas a diferentes cores de luz dependeu da integragdo
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de fatores como suplementacdo do meio, temperatura, fotoperiodo e, principalmente, de qual
cepa esta sendo empregada (LEE et al., 2017; HO et al., 2018; PRATES et al., 2018).

De todo modo, o aumento do teor de ficocianina no cultivo sob a luz azul em relacao a
luz branca obtido neste estudo (Tabela 13), possivelmente se explica por uma estratégia de
compensacdo energética. Como a luz azul é eficientemente absorvida pela clorofila a e esta ¢
mais abundante no fotossistema I (PSI) que no PSII (onde o ficobilissomo se ancora), ocorre
um maior fluxo de elétrons a partir do PSI, afetando a linearidade deste fluxo. Para compensar
este desequilibrio, as células aumentam a sintese de ficocianina. Por isso, mesmo com elevado
teor deste pigmento, o crescimento ainda ¢ menor que nas demais luzes (ZITTELLI et al.,
2022). Ja os resultados quando cultivada sob luz vermelha podem estar associados aos
mecanismos classicos de aclimatacdo cromatica, citados acima. Entretanto, aqueles
mecanismos foram estudados apenas em cepas nas quais sao detectadas tanto ficocianina quanto
ficoeritrina, algo que ndo ocorre em nenhum tratamento.

Em relacdo a intensidade luminosa, a partir de um certo ponto (que depende de cada
cepa), o aumento ou redugdo da intensidade ndo tem efeito significativo sobre a produgdo de
ficocianina até que induza fotoinibi¢ao. Khazi et al. (2021) testaram sete intensidades luminosas
de 40 a 200 pmol-m™-s™! no cultivo de Euryhalinema sp. e Desertifilum sp., sendo os maiores
rendimentos de biomassa e de ficocianina (1,21+02g L' e 123,4+1,0mgg!, e
1,18+ 0,02 gL' e 103,4 = 1,0 mg-g”!, respectivamente) obtidos em 60 e 80 pmol-m=-s™,
respectivamente. Os autores ndo encontraram diferenca significativa entre maiores intensidades
luminosas. Além disso, assim como nos trabalhos de Montero-Lobato et al. (2020) e Chaiklahan
et al. (2022), intensidades luminosas a partir de 100 pmol-m-s™! de luz branca resultaram em
menor concentracdo de pigmento em cepas de Chroococcidiopsis sp. e A. platensis PB,
respectivamente. Por outro lado, os dados deste estudo (Tabela 13) ndo seguem esta tendéncia
quando utilizadas as luzes azul e vermelha. Maiores faixas de intensidade luminosa devem ser
testadas para compreender o comportamento da cepa Phormidesmis sp. F2. Outros estudos de
otimizagdo encontram-se resumidos na Tabela [-4 e podem ser comparados aos dados deste
trabalho.

Como, quando comparado a literatura (Itens 5.2.4 e 5.3.2), a produtividade volumétrica
de ficoeritrina da cepa Leptolyngbya sp.5 B1 se apresentou mais promissora que de Phormidesmis
sp. F2, as etapas de purificacdo e caracterizacdo parcial de pigmentos foram feitas apenas para

ficoeritrina de B1.
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5.5 Purificacio e caracterizac¢io parcial da ficoeritrina de Leptolyngbya sp.5 Bl

O processo de purificacdo consistiu em duas etapas: a precipitagdo com sulfato de
amonio e a cromatografia liquida (FPLC). Os dados relativos ao processo de purificacdo da
ficoeritrina de Leptolyngbya sp.5 Bl estdo dispostos na Tabela 14. Embora a primeira
precipitagdo com sulfato de amoénio tenha resultado na redu¢do da concentragdo de pigmento,
houve o aumento da pureza, o que significa que uma boa parte das proteinas menos polares
precipitaram. J4 a segunda precipitagdo, com 60% de saturacdo de sulfato de amonio,
possibilitou a concentracdo concomitante com o aumento de pureza. A pureza, obtida a partir
da relacdo da absorbancia especifica da ficoeritrina (562 nm) pela absorbancia de proteinas
totais a 280 nm, ¢ indicador de potencial uso: valores maiores que 0,7 sdo considerados
aceitaveis para fins alimenticios; maiores que 1,5, para fins cosméticos; maiores que 3,9
considerados reativos; € maiores que 4,0 sdo considerados grau analitico (LAUCERI; CHINI;
TORZILLO, 2019). Os valores para primeira e segunda precipitagdo apresentados na Tabela 14
sdo compativeis com o estudo que estabeleceu o método e confere aos extratos precipitados
aplicabilidade tanto na darea alimenticia quanto cosmética (MISHRA; SHRIVASTAYV;
MISHRA, 2011). Vale ressaltar que o extrato ndo pode apresentar cianotoxinas, algo ainda nao
avaliado para esta cepa. Variagcdes no espectro de absor¢do apds as precipitagdes podem ser

vistas na Figura [-10, nos apéndices.

Tabela 14: Determinacdes espectrofotométricas e de pureza do extrato de Leptolyngbya
sp.S Bl.

Extrato bruto Precipitacio 1  Precipitacdo 2 Didlise “FPLC

"Volume (mL) 40,00 40,00 9,00 9,00 9,00

DO2so 0,252 0,181 0,228 0,128 0,028
DOse 0,222 0,186 0,624 0,427 0,108
DOg¢1s 0,053 0,047 0,129 0,094 0,008
DOe¢s2 0,035 0,039 0,102 0,063 0,005
PC (mg-mL") 0,037 0,028 0,081 0,064 0,008
APC (mg'mL™) 0,026 0,031 0,079 0,046 0,004
PE (mg-mL™) 0,063 0,051 0,201 0,129 0,060
Pureza (DOs62/DOaso) 0,882 1,031 2,737 3,348 3,908
2Total (mg) 2,520 2,040 1,809 1,161 0,538
SRendimento (%) 100 81,00 71,79 46,07 21,35

"Volume de amostra; 2Total do pigmento de interesse no volume de amostra: ficoeritrina. *Em relagdo
ao total do extrato bruto. “Dados para a fragdo de maior concentra¢do de ficoeritrina obtida a partir de
1,8 mL do extrato. DO — Densidade optica / absorbancia; PC — Ficocianina; APC — Aloficocianina; PE
— Ficoeritrina; Precipitagdo 1 — ocasionada por 25% de saturagdo de (NH4)>SOs; Precipitagdo 2 —
ocasionada por satura¢do de 60% de (NH4)2SO4; FPLC — Cromatografia liquida rapida de proteinas.
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O material resultante da dialise foi submetido a cromatografia liquida em coluna de troca
anidonica Mono Q (Cytivia, 5/50GL, com grupo carregado de (-CH>-N"(CHs)3)), previamente
equilibrada com tampao de corrida. O cromatograma resultante (Figura 26 A) mostrou seis
picos proteicos evidentes, dos quais os picos de 1 a 4 apresentaram colora¢do lavanda/roxa, o
pico 5 apresentou coloragdo azul (Figura 26 B) e o pico 6 era incolor. Os picos dois e trés
apresentaram concentracdo de ficoeritrina de 0,020 a 0,036 mg-mL™! e pureza de 2,34 a 2,67,
podendo ser agrupados e aplicados em alimentos ou cosméticos. Ja a fracdo contendo o pico 4
apresentou coloragdo mais intensa (Figura 26 B, 4), refletindo a maior concentragdo de
ficoeritrina (Tabela 12), contendo nela 0,108 mg (ou 0,060 mg por mililitro de amostra injetada)
do pigmento numa pureza de 3,908 — o que permite que possa ser usada em aplicagdes
biotecnoldgicas, mas com limitagdes. O espectro de absor¢ao desta fracdo (Figura 27)

apresentou pico em 562 nm, sem o ombro visto na Figura 22F ou [-10 A, mas com resquicios

de ficocianina e aloficocianina. Ja na fluorescéncia, exibiu pico de emissdo a 580 nm. Embora
estes dados corroborem a presenca da ficoeritrina, era esperado que a coloracdo das fracdes

fosse vermelha.
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Figura 26: Cromatogramas da purificacdo do extrato dialisado de ficobiliproteinas de Leptolyngbya
sp.5 B1. A) Cromatograma resultante de gradiente escalar. Pico 1 corresponde a fragdo ndo interagida,
2 a 4 a ficoeritrina, 5 a ficocianina/aloficocianina, ¢ 6 as demais proteinas maiores/com maior carga.
B) Tubos correspondentes aos picos do cromatograma. Devido a amplitude do pico 3, este foi coletado
em dois tubos, por isto a repeti¢do dos numeros.
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Figura 27: Espectro de absor¢do e fluorescéncia proveniente da fragdo contendo o pico 4 do
cromatograma. PE — Pico relativo a ficoeritrina; PC — area relativa a ficocianina; APC — area relativa a
aloficocianina.

Embora a presenca, mesmo que residual das outras ficobiliproteinas, possa induzir a
uma coloracao roxa (mistura de azul com vermelho), ja foram relatados extratos purificados de
ficoeritrina com a mesma coloracao da apresentada neste estudo. Este ¢ o caso dos extratos das
cepas de Scytolyngbya sp. LKKOS, Nostoc sp. SWO02 e Leptolyngbya sp. LKK14 que
apresentaram espectros similares no estudo realizado por Limrujiwat, Supan e Khetkorn (2022).
Isto pode estar associado a composi¢do cromofora das subunidades da ficoeritrina. Como
apresentado na Tabela 02, existem diferentes ficoeritrinas conhecidas que variam a sua
composi¢ao de cromoforos (bilinas), sendo que um deles, a ficobiliviolina, ¢ roxo. A
confirmacao disto requereria a purificacdo total da ficoeritrina, separacao e purificagdo das
bilinas e analise da composi¢do quimica destas.

Na literatura, a purificacdo de ficoeritrinas, tanto de cianobactérias quanto de
macroalgas, se da pela sequéncia de cromatografias de permeacao em gel e troca idnica e, em
ambas, as fragdes de coloragdo vermelha de elevada pureza sao misturadas. Esta combinagao
de processos resulta em solugdes de ficoeritrina com purezas maiores que 5 (MISHRA;
SHRIVASTAV; MISHRA, 2011; CHAUBEY et al., 2019). Por outro lado, em estudo que
empregara a FPLC para purificagcdo de ficoeritrina de Porphyra (macroalga), a maior pureza
obtida foi de 3,18 (HUANG et al., 2021). Esta pureza menor pode ser evidenciada pela presenca
de outras bandas na eletroforese das fragdes (SDS-PAGE) cromatograficas (Figura 28). O peso
molecular estimado foi de 16,5 kDa e 17,5 kDa para as subunidades o e B, respectivamente.
Estes pesos moleculares das subunidades de ficoeritrina sdo proximos aos 15 e 17 kDa
estimados por Nowruzi, Fahimi e Lorenzi (2020) para cepa Nostoc sp. A5, e os 19 e 21 kDa

para Pseudanabaena persicina [anteriormente Phormidium persicinum | no trabalho de Blas-
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Valdivia et al. (2021). Outros trabalhos relatam subunidades de maior ou menor peso molecular
e esta variagdo pode estar relacionada aos métodos de quantificacdo e a variabilidade na
composi¢ao destas proteinas nas diferentes espécies.
PM 2 3 4 D
97,0 kDa
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45,0 kDa

30,0 kDa

20,1 kDa 17,5 kDa
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Figura 28: SDS-PAGE das fragdes cromatograficas de ficoeritrina de Leptolyngbya sp.5 B1 corado com
azul de Comassie. Nas colunas: PM — marcadores de peso molecular; 2 — fragdo 2 contendo o pico 2 do
cromatograma; 3 — fracdo 3 contendo o pico 3 do cromatograma; 4 — fracdo 4 contendo o pico 4 do
cromatograma; D — Extrato dialisado.

Como discutido na o item 5.2.3, o ombro no espectro de absor¢ao do extrato bruto (na

Figura 22E ou [-10 A) poderia estar relacionado a auséncia de subunidade B da ficoeritrina.

Como ao longo a da purificagdo este ombro desapareceu, a absorbancia proxima a 540 nm esta

relacionada a compostos que foram precipitados com 25% de saturagao do sulfato de amonio.
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6. CONCLUSAO

O acesso a biodiversidade nos trés pontos de coleta resultou no isolamento de 17 cepas
de cianobactérias, tendo duas delas elevado teor de ficobiliproteinas e sendo passiveis de
melhoria de produtividade a partir da variagdo de condi¢des de cultivo, como cor de luz e
intensidade luminosa. Embora as técnicas de isolamento tenham sido limitadas para acessar a
biodiversidade total de cianobactérias, especialmente aquelas heterocitadas, foi possivel obter
culturas unialgais. As particularidades morfologicas das cepas estudadas revelaram nove
géneros, sendo Leptolyngbya mais frequente. Por outro lado, ndo foi possivel chegar ao nivel
de espécie para a maioria das cepas, revelando a importincia da aplicagdo de métodos
moleculares e ultraestruturais para o estudo desta biodiversidade. Algumas cepas apresentaram
elevada concentragao de ficobiliproteinas e boa producdo de biomassa, mas com pouca
representatividade quanto a carotenoides e escitoneminas (mesmo cultivadas sob luz UVA-B).

O rendimento de ficocianina Phormidesmis sp. F2 se mostrou compativel com os de
cepas indicadas como potenciais produtoras do pigmento na literatura, enquanto o rendimento
de ficoeritrina de Leptolyngbya sp.5 B1 se mostrou maior que na maioria dos relatos. Por ter boa
producdao de biomassa, a cepa Bl teve produtividade volumétrica maior que as cepas de
Porphyridium purpureum (microalga eucaridtica) usualmente cultivadas visando obtencdo
deste tipo de pigmento. Ambas as cepas mantiveram rendimentos de biomassa e pigmento em
fotobiorreator de coluna de bolhas, mostrando que este pode ser uma alternativa para o cultivo
em escala. Além disso, estas cepas apresentaram processo de aclimatagdo cromatica, o que
permite melhorar a produtividade de pigmento variando a intensidade luminosa e a cor de luz.
Em Leptolyngbya sp.5 B1, esta melhoria chegou a 70% com o uso de luz verde em menor
intensidade luminosa. Além disso, ao realizar a purificagdo da ficoeritrina, esta apresentou
coloragdo roxa ao invés de vermelha, como relatado na literatura, mesmo tendo espectro de
absorcao e fluorescéncia similar.

Esta pesquisa caracteriza-se como uma primeira referéncia de cianobactérias de dgua
doce em Mata Atlantica na microrregido de Porto Seguro, Bahia, e demonstra o imenso
potencial biotecnoldgico das cianobactérias locais a ser aproveitado. Desta forma, estabelece
base para o desenvolvimento de novas pesquisas e, possivelmente, produtos ou ingredientes
farmaceéuticos, alimenticios ou cosméticos, num sistema de cultivo notavelmente mitigador de
gés carbdnico, atrelando a¢ao climatica ao uso sustentdvel da biodiversidade — o maior ativo do

Brasil.
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APENDICE B: Testes estatisticos empregados para as comparagdes necessarias nos

Resultados e Discussao, figuras e tabelas complementares.

Tabela I-1: Testes estatisticos prévios para determinacido do método de comparaciao de

médias.

Grupo de dados a Shapiro-Wilk! IQR*>  Levene®
Ficocianina 0,05 Distribuicdo normal  Ausente 0,0431
Aloficocianina 0,05 Distribuicdo normal  Ausente 0,0001
Ficoeritrina 0,05 Distribuigcdo normal  Ausente 0,2148
Ficobiliproteinas 0,05 Distribuicdo normal  Ausente 0,0140
Biomassa /(g) 0,05 Distribuicdo normal  Ausente 0,1210
Rendimento de biomassa /(g-L™") 0,05 Distribuicdo normal  Ausente 0,1210
Carotenoides 0,05 Distribuicdo ndo-normal  Ausente -
Tempo de mistura 0,05 Distribuigcdo normal  Ausente 0,3000

Testes realizados utilizando a extensdo Real Statistics no Microsoft Excel. 'Dados totais ndo mostrados.
2IQR (Inter Quartil Range): considera outlier quando o dado for 1,5x(Q3-Q1) acida do primeiro ou
terceiro quartil; *Hipoteses do teste de Levene: Hy: as varidncias dos grupos sdo homogéneas (p > 0,05);

H;: as variancias dos grupos ndo sao homogéneas (p < 0,05).

Tabela I-2: Anovas de uma via empregadas neste estudo

Soma dos Graus de Quadrado

Fontes guadrados liberdade médio Estatistica F Valor P
Biomassas*

Entre grupos 9,370 16 0,586 129,500 1,07x10%°
Dentro dos grupos 0,153 34 0,004

Total 9,523 50 0,190

Tempo de mistura

Entre grupos 113,433 4 28,358 9,247 0,002

Dentro dos grupos 30,667 10 3,067

Total 144,1 14 10,293

*Devido ao rendimento de biomassa ser derivado do valor total de biomassa, tém o mesmo quadro de

ANOVA.

Tabela I-3: Dados de ANOVA de Welch empregados em diferentes analises.

Producao de pigmentos

Parimetros PC APC Totais
Alpha 0,05 0,05 0,05
F 148,75 99,44 104,63
GL1 16,00 16,00 16,00
GL2 12,60 12,31 12,42
p-value 9,14x1012 1,75x1010 1,08x10710
Diferenca significativa sim sim sim

PC - Ficocianina, APC — Aloficocianina. Hy: as médias dos grupos sdo iguais (p > 0,05); H1: ha pelo

menos uma diferenca entre as médias dos grupos (p < 0,05).
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Al A2 A3 A4 A5 A7 A10 Bl B2 B4 B5 F1 F2 F3 FA3 4H5 8A4

Figura I-1: Concentragdo de ficocianina extraida da biomassa das diferentes cepas no décimo quarto
dia de cultivo, expressa em massa seca. As letras minusculas (a, b, c, d, e, f) representam dados
estatisticamente destintos a partir de ANOVA de Welch e identificado por teste de Games-Howel e teste

Q com p<0,05.
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Figura I-2: Concentragdo de aloficocianina extraida da biomassa das diferentes cepas no décimo quarto
dia de cultivo, expressa em massa seca. As letras minusculas (a, b, ¢, d) representam dados
estatisticamente destintos a partir de ANOVA de Welch e identificado por teste de Games-Howel e teste

Q com p<0,05.
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Figura I-3: Concentragdo de ficoeritrina extraida da biomassa das cepas A10 e B1 no décimo quarto dia
de cultivo, expressa em massa seca. Demais cepas ndo apresentaram pigmento em concentragao
detectavel pela técnica empregada.
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Figura I-4: Concentragdo de ficobiliproteinas totais no décimo quarto dia de cultivo, expressa em massa
seca. As letras minusculas (a, b, ¢, d) representam dados estatisticamente destintos a partir de ANOVA
de Welch e identificado por teste de Games-Howel e teste Q com p<0,05.
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Figura I-5: Analise do comportamento do crescimento em fotobiorreator da cepa Phormidesmis sp. F2.
A esquerda a curva linearizada por meio da transformagéo logaritmica da concentra¢do de biomassa. O
grafico a direita apresenta a velocidade especifica de crescimento.
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Figura I-6: Anélise do comportamento do crescimento em fotobiorreator da cepa Leptolyngbya sp.5 B1.
A esquerda a curva linearizada por meio da transformagéo logaritmica da concentracdo de biomassa. O
grafico a direita apresenta a velocidade especifica de crescimento.



Tabela I-4: Relacio de estudos de otimizacio de producio de pigmentos em cianobactérias.
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Microrganismos Pigmentos Fatores Condicdes testadas Melhor resultado Referéncias
) Ficocianina, Cultivo sob luz branca, v T .
Arthrosp ra carotenoides e Cor de luz laranja e azul BM: =3 g'L so_ll) luz laranja; (ZITTELLI et al., 2022)
platensis M2 . PC: 132,3 mg g™ sob luz azul
aloficocianina

Spirulina sp. LEB

18

Arthrospira
platensis

Synechococcus
PCC 6715

Nostoc sp. NK.

Cyanobium sp.

Synechococcus sp.

PCC 7002

Ficocianina e
carotenoides

Ficocianina

Ficocianina

Ficocianina

Ficocianina e
carotenoides

Ficocianina

Cor de luz, fotoperiodo

Cor de luz, fotoperiodo e
reciclagem de meio

Cor de luz e fotoperiodo

Cor de luz e concentragio
de nitrogénio

Combinacao de diferentes
cores de luz

Intensidade luminosa e
fotoperiodo

Cultivo sob luz branca,
vermelha, verde e azul com
fotoperiodos 12:12 h.

Cultivo sob luz branca,
vermelha e azul; reciclagem
de meio; fotoperiodo
(continuo, 45:15, 30:30 ¢
15:45 claro:escuro);
Suplementagdo de nitrato
(37,5 290 mM)

Cultivo sob luz branca,
vermelha, verde e azul com
fotoperiodo de 16:8 h e
iluminagdo constante.

Cultivo sob luz branca,
vermelha e de plantas
(azul+vermelho) em meio
com ou sem nitrogénio
(BG11 ou BG11y)

Ciclo de cultivo de 21 dias
emO0, 3,7, 10, 14, 18, 21
dias com luz branca
completados com luz
vermelha

Intensidade luminosa de
100, 250 € 500 umol-m?-s’!;
Fotoperiodos de 12:12;
16:12 e 24:0 claro:escuro

BM: 1,77 g'L"! sob luz
integral vermelha; PC: 126,39
mg-g! sob 12 h de luz verde

X:101,1 mg-L'-d"' sob luz
branca, 30 min claro/escuro,
em meio reciclado

suplementado com nitrato
(45 mM)

BM: 5,11 77 g'L! sob
iluminagdo constante
vermelha; PC: 122,66 mg-L™'

BM: 0,32; PC: 180 mg-g™';
X:57,4mg-L'!-d"' —na luz
vermelha em BG11,

X: 17 mg-L!'-d" de
ficobiliproteinas e

4,5 mg-L!'-d"! de carotenoides
a 10 dias de luz branca com 4
dias de luz vermelha

PC: 439 mg-g’' sob

100 pmol-m-s™! de luz branca
num fotoperiodo de 12 h e
com 2% de CO»

(PRATES et al., 2018)

(HO et al., 2018)

(KLEPACZ-SMOLKA et al.,

2020)

(LEE etal., 2017)

(PAGELS et al., 2020b)

(LIN et al., 2022)

BM: Biomassa; PC: contetido de ficocianina; APC: contetido de aloficocianina; PE: contetido de ficoeritrina; X: produtividade volumétrica.
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Microrganismos Pigmentos  Fatores Condicdes testadas Melhor resultado Referéncias
Batelada alimentada com meio X: 94,8 123 mg-Ld" sob luz de
Arthrospira S Intensidade, indculo concentrado ou solugdo de nitrato, 300 umol-m?-s' ¢ 0,24 g-L' de
: Ficocianina ’, N inoculos de 0,08, 0,12, 0,16, 0,20 ¢ ., . (XIE et al., 2015)
platensis WH879 e fonte de nitrogénio 1. . . indculo com reposi¢do de 5 mM de
0,24 g-L; intensidades luminosas de nitrato
75, 150, 300 e 450 pmol-m2-s™! ‘
Intensidade Intensidades luminosas de 635, 980,
Arthrospira Ficocianina  luminosa e 1300, € 2300 pmol-m2-s! em modo X: 123 mg-L!-d"! a 2300 pmol-m" (CHAIKLAHAN et al.,
platensis BP . semi-continuo mantendo OD de 0,4, 0,6 2-s'e OD de 0,6 2022)
concentragdo celular 0.8
. Nitrito, nitrato, amonia e ureia em Xpc: 17,52 mg-L1-d!
Ficocianina Intensidade concentragdes de 3, 6 ¢ 9 mM; Xapc: 15,34 mg-L'-d!
Chroococcidiopsis .. 7 luminosa, fonte e \trag 2 ’ APC g_l a1 (MONTERO-LOBATO
ficoeritrina e N Intensidades luminosas de 10, 70, 100, Xpg: 9,98 mg-L'-d
sp. o concentragdo de 2 o 2 1 . et al., 2020)
aloficocianina nitrogénio 150 umol-m™:s A 70 pmol-m™-s™ em meio com
g 9 mM de nitrato
Intensidades luminosas de 40, 60, 80, BM:1,21+£0,2g L 'ePC: 1234+
Intensidade 100, 120, 150, and 200 pmol-m?2-s7'; 24, 1,0 mg-g' a 60 umol-m2-s ! a 28 °C
Euryhalinema sp. e Ficocianina luminosa, 28,32,and 36 £ 1°C; e2,3e4 gL' de  para Euryhalinema sp.; (KHAZI et al., 2021)
Desertifilum sp. temperatura e nitrato e 12, 16 e 24 mg-L! e citrato BM: 1,18 £0,02 g-L'ePC: 103,4 £
nutrientes férrico amoniacal 1,0 mg-g'a 80 pmol'm2-s'a32°C
para Desertifilum sp.
Pseudanabaena P. catenata: PC: 25,8 mg-L! em luz
. vermelha 24/00 h.; PE: 25,5 mg-L"!
catenata Ficoeritrina e Cor de luz e Cultivo em luz branca, verde e vermelha em luz verde e 24/00 h
USMACI16 S , em fotoperiodos 12/12, 16/08 e 24/00 h . o, 1 (KHAN et al., 2019b)
. ficocianina  fotoperiodo P amphigranulata: PC: 86 mg-L
P. amphigranulata (claro/escuro)
USMACIS em luz vermelha 12/12 h.; PE:
10,2 mg-L! em luz verde e 12/12 h.
PE: 39,2 mg-L"' ¢ BM: 0,89 g'L"' em
Pseudanabacna sp. Ficocianina e Cor de luz Cultivo sob luz branca, verde, vermelha, luz verde; (MISHRA et al., 2012)

ficoeritrina

amarela e azul

PC: 10,9 mg-L"!' ¢ BM: 0,50 g-L"!
em luz vermelha

BM: Biomassa; PC

: contetido de ficocianina; APC: contetudo de aloficocianina; PE: conteudo de ficoeritrina; X: produtividade volumétrica.
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Figura I-7: Concentracdo de ficobiliproteinas (PC: Ficocianina; APC: Aloficocianina; PE: Ficoeritrina)
na massa seca dos isolados Leptolyngbya sp.5 Bl (A) e Phormidesmis sp. F2 (B), em diferentes
combinagdes de cor de luz e intensidade luminosa. No eixo horizontal os tratamentos sdo representados
pela sigla da cor (BR: Branca; AZ: Azul; VD: Verde; VM: Vermelho) seguida da intensidade luminosa
(25,50 ou 100 pmol-m-2-s!). Letras diferentes sobre as colunas indicam diferenga significativa entre os
tratamentos. A resposta da produ¢@o de cada pigmento foi avaliada separadamente, por isto, as letras
apresentam cores diferentes para cada classe de ficobiliproteina.
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Figura I-8: Espectros de absor¢do dos extratos aquosos das biomassas dos diferentes tratamentos
empregados no cultivo de Phormidesmis sp. F2. Codificagdo dos tratamentos: BR — luz branca; VM —
luz vermelha; AZ — luz azul; 25 — 25 pmol-m2-s”!; 50 — 50 pmol-m2-s!; 100 - pumol-m2-s”!. Dados
representados como média de trés réplicas mensuradas nos comprimentos de onda de 400 a 750 nm.
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Figura I-9: Espectros de absor¢do dos extratos aquosos das biomassas dos diferentes tratamentos
empregados no cultivo de Leptolyngbya sp.5 B1. Codificagdo dos tratamentos: BR — luz branca; VM —
luz vermelha; VD — luz verde; 25 — 25 pmol'm?-s’!; 50 — 50 umol-m-s!; 100 - pmol-m?'s”!. Dados
representados como média de trés réplicas mensuradas nos comprimentos de onda de 400 a 750 nm.
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Figura I-10: Espectros de absor¢do ao longo do fracionamento com sulfato de amonio. A: Extrato bruto;

B: Sobrenadante apds precipitacdo com 25% de saturag@o de sulfato de amodnio; C: Sobrenadante apds
precipitacdo com saturacao elevada a 60%.
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ANEXOS

Sequéncias de nucleotideos obtidas a partir do sequenciamento realizado pela BPI
Biotecnologia.

>Leptolyngbya sp.5 B1 MI_067
ATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTACTGGTTGT
AAACCTCTTTTGATAGGGAAGAAGAAAGTGACGGTACCTATCGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAG
GTGGTTATTCAAGTCAGCTGTCAAAGGATGGAGCTTAACTCCATAAAGGCAGTTGAAACTGTGTAGC
TAGAGTGCGATAGGGGCAAGGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAAC
ATCGGTGGCGAAAGCGCCTTGCTGGGTCTGCACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAA
GGGATTAGATAC

>Phormidesmis sp. F2 MI_068
TTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGTGGGAGGACGCTTTTTGGAGTGTAAA
CCACTTTTATTAGGGAAGAAGAACTGACGGTACCTAATGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGGGGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGG
CTTATCAAGTCTGTTGTCAAAGCGTGCGGCTTAACCGCATACGGGCGATGGAAACTGATGAGCTAGA
GTGCGATAGGGGTCAGGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCA
GTGGCGAAAGCGCCTGACTGGGTCTGCACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGG
ATTAGATACC



