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RESUMO - A ficocianina (FC) é uma das ficobiliproteinas, pigmentos
encontrados em cianobactérias, que podem ser empregadas como corantes
naturais, antioxidantes e marcadores fluorescentes. Este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito da suplementacdo do meio de cultivo basal (BG1ly) da
cianobactéria Anabaena variabilis suplementando 1 g/L da fonte de carbono
organico, sendo testadas: glicose, lactose, frutose, sacarose e galactose, visando
aumentar a producdo de biomassa e de FC. O meio controle, utilizado no cultivo
da cianobactéria produziu 1,61 pg FC mL® em 8 dias, enquanto os meios
contendo glicose e galactose apresentaram um aumento de cerca de 6 vezes com
concentragdes de 10,26 pug FC mL™* e 9,36 pg FC mL™?, respectivamente. A
producdo de FC sofreu uma influencia menor ao seu suplementar 0 meio com
lactose, com aumento de 3 vezes em relagdo ao meio basal (5,31 pg FC mL?). Os
meios contendo frutose e sacarose néo teve efeito sobre a producéo de FC. Todos
0s meios suplementados com 0s agucares apresentaram uma producdo maior de
biomassa com relacdo ao meio basal, com destaque para 0 meio com glicose.

1. INTRODUCAO

As cianobactérias sdo organismos fotossintéticos e produtores de ampla variedade de
metabolitos secundarios com aplicacdo biotecnoldgica. Dentre estes metabdlitos, destacam-se
as ficobiliproteinas que representam 50% do total de proteina celular das cianobactérias e
podem ser aplicadas como antioxidantes, anticancer e anti-inflamatérios. Quantitativamente, a
ficocianina (FC) é a ficobiliproteina mais abundante nas cianobactérias. A sintese deste
composto bioativo pode ser avaliada com o intuito de aumentar sua producdo em escala
industrial, ao abordar parametros como luz, composicdo do meio, pH, temperatura e
fotoperiodo (PAGELS et al, 2019, MANIRAFASHA et al.,2016).

Mais especificamente, com relagdo a composicdo, deve-se ressaltar que a fonte de
carbono influencia na formagdo principalmente dos macronutrientes, como carboidratos,
lipideos e proteinas (MANIRAFASHA et al.,2016). Atualmente, 0 meio mais empregado para
cultivo de biomassa e de ficobiliproteinas € 0 meio mineral BG11o, constituindo um cultivo
fotoautotrofico. No entanto, alguns pesquisadores tém estudado a influéncia de cultivos
mixotréficos, em que a fonte de carbono é formada por substancias minerais e organicas, de
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modo a aumentar a produtividade de biomassa e produtos, como por exemplo as
ficobiliproteinas (FBP), de forma mais eficiente (BORSARI et al., 2007; RIZZO et al., 2015).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da suplementacdo do meio de
cultivo basal da cianobactéria Anabaena variabilis (BG11o) por fontes de carbono organico,
utilizando glicose, lactose, frutose, sacarose e galactose, visando aumentar a produgdo de
biomassa e de ficocianina (FC).

2. MATERIAIS E METODOS

A cepa de Anabaena variabilis ATCC 29413, cedida pelo Laboratorio de
Cianobactérias e Ficotoxinas da FURG (Rio Grande, RS), foi cultivada em meio basal BG11o
(JACINAVICIUS et al., 2013), em Erlenmeyers de 250 e 500 mL, a 30°C, luminosidade de
1.553 lux, com fotoperiodo de 12 h, em ambiente aerébico e com repiques periddicos de 14
dias.

Essa cepa mantida em meio basal (BG11o) foi utilizada como indculo para os ensaios de
avaliacdo do efeito de diferentes fontes de carbono orgénico para sobre a producdo de
biomassa e ficocianina por fermentacdo. Os ensaios foram realizados em Erlenmeyers de 125
mL, com volume atil de 50 mL, com volume de in6culo de 20% (v/v) o que correspondeu a
uma concentracdo celular inicial de 0,18 g/L. Foram preparados o meio basal sem adicdo de
da fonte de carbono (controle) e com suplementacdo de 1 g/L de agucar. Os agUlcares testados
foram: glicose, lactose, frutose, sacarose e galactose. Cada condicdo foi realizada em
duplicata.

Foram avaliadas concentracdo celular em 2, 4, 6 e 8 dias de fermentagdo e sintese de
ficocianina ao final de 8 dias do processo. A determinagdo da biomassa foi realizada por
espectrofotometria (Shimadzu UV mini-1240) no comprimento de onda de 610 nm.

A quantificacdo dos acucares foi realizada por cromatografia liquida de alto
desempenho HPLC (High Performance Liquid Chromatography). A amostra foi filtrada em
filtro 0,22 pm e injetada no cromatografo marca Shimadzu modelo LC-20A Pronience,
equipado com coluna SUPELCOGEL C-610H e detector de indice de refracdo, com solucéo
de &cido fosfdrico (0,1 %) usada como fase movel, sendo a vazdo da bomba de 0,5 mL/min,
temperatura do forno de 32 °C e volume de injecédo de 20 pL.

A extracdo de FC foi realizada por ciclos de congelamento e descongelamento
combinados com ultrassom, sendo 5 ciclos de congelamento a -15°C por 15 h e
descongelamento no banho ultrassénico a 25°C por 30 min (COTTAS, 2019). A concentragédo
de cada FC (ug mL™) foi calculada de acordo com a Equagéo 1 (LIU et al., 2012):

[FC]= Ags - 0,474 A ]
5,34 (1)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se pela Figura 1, o consumo das fontes de carbono nos diferentes meios de
cultivo ao decorrer de 6 dias. Houve um consumo, nesta ordem crescente de 54% para lactose,
57% para glicose, 62% para sacarose, 67% para galactose e 77% para frutose, indicando a
cianobactéria de Anabaena variabilis pode assimilar todas as fontes de carbono testadas.

Figura 1 — Consumo de fonte de carbono durante 6 dias no cultivo da Anabaena
variabilis. Glicose 1 g/L (), Lactose 1 g/L (A), Frutose 1 g/L (<), Sacarose 1 g/L (@),
Galactose 1 g/L (™).
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A variacdo da concentracdo de biomassa é apresentada na Figura 2. Verifica-se que, em
todas condigdes de suplementacdo, houve aumento da concentracdo celular acima do o
observado para 0 meio controle, sendo a glicose com maior valor obtido (0,47 g/L), sendo 2
vezes maior que o meio controle. Deve-se ressaltar que a glicose ndo foi o aglcar mais
consumido (Figura 1), mas sua conversao resultou em maios crescimento de biomassa.

Os dados do efeito da suplementacdo de aglcar ao meio basal (BG11o) sobre a produc¢édo
de ficocianina sdo mostrados na Figura 3.

Verifica-se que o cultivo da Anabaena variabilis, ao final de 8 dias, nos meios
suplementados com glicose, lactose e galactose favoreceram a producdo de FC atingindo
teores acima do daquele observado para a condicéo controle. O teor de ficocianina 0s meios
glicose e galactose néo apresentaram diferenca significativa, tendo-se a concentracao de 10,26
+1,74 pg FC mL'e 9,36 + 0,19 ug FC mL, respectivamente, cerca de 6 vezes maior quando
comparado ao meio controle. Para 0 meio contendo lactose, este aumento foi de 3 vezes,
apresentando uma concentragdo de 5,31 + 2,00 ug FC mL™, aproximadamente 3 vezes maior
que o controle.
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Figura 2 — Crescimento celular obtido dos cultivos de Anabaena variabilis utilizando
meios com diferentes fontes de carbono com indculo de 20% em 8 dias. Controle (©),
Glicose 1 g/L (>k), Lactose 1 g/L (A), Frutose 1 g/L (<), Sacarose 1 g/L (®), Galactose 1 g/L
().
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Figura 3 — Concentracdo de FC dos cultivos de Anabaena variabilis utilizando meios
com diferentes fontes de carbono com indculo de 20% em 8 dias. Controle (™), Glicose 1 g/L
(M), Lactose 1 g/L (m), Frutose 1 g/L (O0), Sacarose 1 g/L (M), Galactose 1 g/L (™). Letras
diferentes entre as colunas representam diferenca estatistica do Teste Tukey com p < 0,05.
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Os meios com adicdo de frutose e sacarose, ndo influenciaram significativamente na
producédo de FC ao final do experimento. Isso mostra que o consumo da fonte de carbono néo
indica uma maior producéo de ficocianina (Figura 3) e producdo de biomassa (Figura 2), uma
vez que a frutose foi o agclcar mais consumido, indicando que diferentes rotas metabdlicas
foram utilizadas pela cianobactéria em fungédo da fonte de carbono.
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Segundo Khattar et al. (2015), o cultivo de Anabaena fertilissima em meio BG11o com
suplementacdo de diferentes tipos de agUcares favoreceu a producdo de FBP e apresentou
melhores resultados para a producdo de FC quando utilizado sacarose a 5 g/L. Ao comparar
este resultado destes autores com o presente trabalho, observa-se que a espécie de
cianobactéria também é uma varidvel a ser considerada na avaliacdo da producdo de FC,
sendo que as espécies podem ter metabolismos diferentes de acordo com a composicdo do
meio

Estes dados de producdo de FC com apenas uma variacao, a fonte de carbono, é um
passo para etapas futuras com a combinacéo e diversos fatores que influenciam a producéo de
ficocianina, tais como o pH do meio, suplementacdo de fonte de nitrogénio, acuUcar e
iluminacdo de culturas com diferentes cores de luz.

4. CONCLUSAO

O presente trabalho indica que a Anabaena variabilis cultivada em diferentes meios
sofre alteracdo no crescimento celular, na producdo de ficobiliproteinas e na capacidade de
assimilar acucares distintos. Conclui-se que a melhor condi¢cdo é o meio BG1lp, com
suplementacdo de glicose, pois favoreceu a producdo de FC (6 vezes) e o aumento da
concentracdo celular (2 vezes) durante 8 dias.
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