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RESUMO - As cianobactérias sao microrganismos procariontes com grande
impacto sobre o ciclo de carbono, reciclagem do oxigénio global e de fixagdo do
nitrogénio. Elas t€ém sido amplamente estudadas pelo seu potencial de fixar o CO,,
com energia obtida fotossinteticamente, para sintese de produtos de alto valor
agregado, como, compostos antimicrobianos, antivirais e anticancerigenos,
toxinas, fitohormonios, biocombustiveis de terceira geragdo e acidos organicos. A
proposta deste trabalho foi identificar os possiveis metabdlitos (etanol e acidos
organicos) sintetizados pelas cianobactérias Nostoc sp PCC 7423 e Anabaena
variabilis ATCC 29413, por fotofermentacdo. Foi avaliado a influéncia do
enriquecimento do meio BG11y, usando glicose como fonte de carbono organico,
em fotoperiodo de 12h a 30°C por até 7 dias de processo. Verificou-se que houve
a formacdo de acido acético por A. variabilis em meio BG11, e produgdo de
etanol por Nostoc sp em meio enriquecido com glicose.

1. INTRODUCAO

As cianobactérias sdo organismos procariontes, fotoautotroficos, gram-negativas,
podendo ser filamentosas ou unicelulares e estdo entre as formas de vida mais bem sucedidas
e antigas ainda presentes na Terra (GADEMANN e PORTMANN, 2008). Gragas a
adaptacdes bioquimicas, fisiologicas, genéticas e reprodutivas estes organismos foram
capazes de colonizar diversos tipos de ecossistemas terrestres e aquaticos. Sua longa historia
evolutiva proporcionou grande diversidade morfologica e fisioldgica, incluindo a produgdo de
metabolitos secundarios, os quais despertam interesse comercial por possuirem atividades
bioldgicas importantes (BAJPAI 2013). Entretanto, o Uinico processo economicamente viavel
realizado atualmente € o do cultivo das cianobactérias em tanques abertos, visando o uso em
suplementagdo alimentar de animais, extracdo de pigmentos, além de biomassa para produgao
de biocombustiveis (HALLENBECK, 2012).

Em relagdo aos metabolitos obtidos por esses microrganismos, pode-se citar compostos
bioativos, que demonstram atividades antitumorais, antivirais, antibacteriana, antifingica,
antimalarica, antimicdticas, antiproliferativos e agentes imunossupressores ¢ que, devido a
sua elevada estabilidade quimica e solubilidade em &agua, tem aplicagdes importantes em
industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos (TAN, 2007). Além disso, podem
secretar enzimas exploradas comercialmente, tais como a beta-lactamase e a lipase
(PRABHAKARAN et al., 1994) e ainda, sdo capazes de sintetizar biopolimeros, tais como o
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PHB (poli-B- hidroxibutirato), um polimero em potencial para a producdo de bioplastico por
apresentar caracteristicas de biodegradabilidade, termoplasticidade, biocompatibilidade com
células e tecidos humanos, possivel aplicagdo para a producdo de nanofibras, além de ser
proveniente de fonte renovavel (SHARMA, 2005).

As cianobactérias também sdo capazes de sintetizar acidos organicos, dentre os quais se
encontra o acido latico, um produto de grande interesse econdmico, sendo este muito utilizado
na industria alimenticia como acidulante e flavorizante e para a producao de polimeros
biodegradaveis. Entretanto, os 4cidos organicos ndo sdo sintetizados em grande quantidade
pelas cianobactérias, devido a utilizagdo do carbono fixado para a manutengdo celular
(ANGERMAYR et al., 2014). Com relagdo aos biocombustiveis, que sdo uma das alternativas
para suprir a escassez futura de recursos fosseis, pois sao advindos de fontes renovaveis e
apresentam baixos custos de producdo, o etanol pode ser sintetizado pelas cianobactérias, o
qual ¢ um subproduto do ciclo do Calvin (HALLENBECK, 2012).

Uma das formas de induzir a producdo de metabolitos secundarios € pelo processo
fermentativo, ou seja, garantir a anaerobiose do meio para que a rota metabdlica do
microrganismo seja alterada, e desta forma haja a producdo do acido de interesse. Diante
deste contexto, a proposta deste trabalho foi avaliar o potencial de produgdo de diferentes
metabdlitos por fotofermentacdo de duas espécies de cianobactérias: Anabaena variabilis
ATCC 29413 e Nostoc sp. PCC 7423. Foi analisada a influéncia da composi¢do do meio de
cultivo, empregando meio BG11, (sintético) como meio autotréfico e meio enriquecido com
glicose, usada como fonte de carbono orgénico.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismo e Condicoes de Cultivo

As cepas de cianobactérias utilizadas, Nostoc sp PCC 7423 e Anabaena variabilis
ATCC 29413, foram cedidas pela Unidade de Pesquisa em Cianobactérias da FURG (RS).
Elas foram cultivadas em meio BG11, (RIPPKA et al., 1979). O cultivo das cianobactérias foi
feito em uma camara com fotoperiodo de 12 h e intensidade luminosa de 1800 lux a 30 °C.

2.2. Preparacao dos Frascos para Fermentacio

Para realizar a fermentagdo, toda a vidraria (pipeta, funis, frascos de penicilina,
Erlenmeyers) e meio utilizados foram previamente esterilizados em autoclave a 121°C por 20
min, a fim de evitar uma possivel contaminacgdo. Os frascos foram inoculados em camara de
fluxo laminar esterilizada com alcool 70% e luz ultravioleta por 15 min. Os ensaios de
fotofermentagdo foram realizados em batelada usando frascos de penicilina de 15 mL de
volume util, sendo 1,125 mL o volume do in6culo. Como o intuito do trabalho foi avaliar o
desempenho das duas espécies para as diferentes condi¢des de meio, foram preparados dois
tipos: (i) meio BG11y; (ii)) meio BG11, suplementado com glicose (5 g/L). Para garantir a
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anaerobiose do meio, foi borbulhado gés argonio (Ar; 99,999%) durante 3 minutos em cada
frasco. Em seguida, os frascos foram selados com septos de borracha butilica e lacrados com
uma cépsula de aluminio. Seringas de 5 mL graduadas foram colocadas como valvula de
escape, caso ocorresse a produ¢do de algum biogés. Frascos de sacrificios foram utilizados
permitir a analise da composi¢ao do meio fermentativo e de células para intervalos diferentes
de tempo (Figura 1). As andlises foram feitas no terceiro e no sétimo dia de fotofermentagdo e
em triplicata.

Figura 1 — Fotofermetacao por cianobactérias em batelada usando frascos de penicilina.

2.3. Determinacao da concentracio celular

A determinagdo da concentracdo celular inicial e final foi realizada através do método
gravimétrico, correlacionando a medida da absorbancia do indculo dos microrganismos
através de um espectrofotometro (GENESYS) e a massa de solidos volateis (SV)
(BERBEROGLU et al., 2008). A densidade optica a 647 nm (ODgy4;) foi medida em um
espectrofotometro, e para cada cepa foram obtidas duas curvas de calibracdo, uma para cada
comprimento de onda.

2.4. Analise das amostras

O meio de fermentagdo foi analisado para a determinag¢do de glicose consumida e
metabolitos (dcidos organicos e etanol) formados. Utilizou-se o método de cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) realizada no cromatégrafo marca Shimadzu modelo LC-
20A Prominence, coluna SUPELCOGEL C-610H. Empregou-se como fase movel acido
fosforico (0,1%), operou-se com fluxo de 0,5 mL/min, temperatura do forno 32°C e volume
de injegao de 20 pL.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As cianobactérias sdo microrganismos fotossintetizantes, mas que também podem se
desenvolver em meios anoxicos, resultantes do cultivo na auséncia de luz. A capacidade de
cianobactérias empregarem rotas metabodlicas alternativas na condi¢do de meios anaerobios e
no escuro, pode levar a sintese de produtos de valor comercial por fermentagdo, como CO,,
H,, acidos acético, formico, lactico e etanol (STAL e MOEZELAAR, 1997). Neste estudo,
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investigou-se os possiveis metabolitos que podem ser formados por fermentagdo pelas
cianobactérias Nostoc sp PCC 7423 e Anabaena variabilis ATCC 29413, em meio BGI11,,
enriquecido ou ndo com glicose (5 g/L), sob anaerobiose ¢ em fotoperiodo de 12 h. Os
resultados de concentracdo de glicose consumida e dos metabolitos identificados sdo
apresentados na Tabela 1 e o perfil de concentragdo celular por 7 dias esta ilustrado na Figura
2.

Tabela 1: Dados da fermentagdo por Nostoc sp PCC 7423 e Anabaena variabilis ATCC
29413 durante 7 dias, em meio BG11, sem e com glicose, sob fotoperiodo de 12 h.

Cepa COI’IlpOSiQﬁO do TempO Cglicose Cetanol Cacido acetico
meio (dias) (g/L) (g/L) (g/L)
0 — — —
BGl11, 3 -—-- -—- 0,25
Anabaena 7 — — —
variabilis BGI11, 0 5,00 — —
+ 3 0,61 -— —_
glicose 7 0,44 — —
0 — — —
BGl11, 3 -—-- — —
7 — — —
Nostoc sp BGI1, 0 5.00 — —
+ 3 1,46 0,12
glicose 7 0,90 0,20 -—

Sob as condigdes de fermentagdo, verificou-se que apenas a cepa Nostoc sp produziu
etanol em meio enriquecido com glicose, sendo que a concentracao foi de 0,12 g/L e 0,20 g/L.
para 3 dias e 7 dias de fermentagao, respectivamente. Portanto, verificou-se que a condi¢do de
meio heterotroéfico favoreceu a produgdo do etanol para esta cepa. O segundo metabdlito
identificado foi o acido acético. No entanto, houve a producao de 0,25 g/L deste composto
somente pela Anabaena variabilis em meio BG11, sem glicose.

De acordo com o estudo realizado por Moezelaar e Stal (1997), a cianobactéria
Microcystis PCC7806, produziu quantidades equimolares de acido acético e etanol ao
fermentar o glicogénio armazenado, em meio anaerdbico € no escuro. Quando as cepas foram
cultivadas em fotoperiodo de 16h de luz e 8 h no escuro, houve uma producao de etanol. A
influéncia do enriquecimento com fonte de carbono organico também foi empregada por
Costa et al. (2015) para a producdo de etanol por fotofermentacdo pela alga verde
Chlamydomas reinhardtii. Neste trabalho, foi alcangada uma produgao de 19,25 g/L de etanol
em meio TAP com deplecdo de enxofre e sem adicdo de lactose ao meio. Além do etanol,
também foram produzidos os acidos propionico e acético.

Os dados obtidos neste trabalho indicaram que as cepas avaliadas Anabaena variabilis e
Nostoc sp podem produzir acido acético e etanol, dependendo das condigdes de fermentacao.
Entretanto, faz-se necessario ampliar o nimero de parametros a serem investigados no intuito
de compreender a influéncia das condi¢cdes de processo que levam a alteracdo da rota
metabodlica destes microrganismos, induzindo a formagdo de acidos orgénicos e etanol.
Portanto, outras variaveis como fotoperiodo, intensidade luminosa, temperatura, concentragao
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de célula e de fonte de carbono, tipo de fonte de carbono e tempo de fermentagcdo devem ser
estudadas.

Com relagdo ao crescimento celular, foi verificado que o meio heterotréfico induziu o
aumento da biomassa, sendo que a concentragao de células sofreu um acréscimo de 2 vezes
para Anabaena variabilis e de 2,6 para Nostoc sp, em 7 dias. Principalmente no caso da
Anabaena variabilis, houve consumo de glicose somente para crescimento celular sem
produgdo de metabdlitos como ocorreu no ensaio empregando a Nostoc sp. Para o meio
BG11,, este aumento foi de 1,7 vezes para a Nostoc sp, variando de 0,12 g/L para 0,21 g/L ao
final do ensaio. Entretanto, para a Anabaena variabilis, foi verificado um aumento da
concentracdo celular de 0,18 g/ para 0,19 g/LL nos 3 primeiros dias de ensaio e,
posteriormente, a concentragdo de célula foi de 0,15 g/L em 7 dias de fermentagao.

Figura 2 — Variacao de concentracao celular em funcao do tempo.
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4. CONCLUSOES

As cianobactérias asseguram um futuro promissor devido as iniimeras possibilidades de
metabolitos ainda nao explorados, seu facil cultivo e baixo custo de manutengao. Este trabalho
identificou a producdo de acido acético por Anabaena variabilis em meio autotrofico e de
etanol em meio enriquecido com glicose por Nostoc sp. O estudo demostra que a exploragao
de pardmetros de cultivo podem levar a compreensao do como as condigcdes de
fotofermentagdo podem influenciar as rotas metabolicas das cianobactérias e aumentar a
produgdo destes compostos.
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