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Resumo

Cianobactérias sdo micganismos procariontes que, durante o crescimento ¢ceddlarcapazes de

produzir exopolissacarideos (EPS). Devido a diversidade bioguimica destes, podem ser excelentes para
varios fins biotecnolégicos, tendo aplicacdes em indastrias alimenticias, téxteis, de tintas, cosméticos,
de papel, e farmacéuticas, como floculantes, espessantes ou estabilizadores, substituindo os
polissacarideos de macroalgas e plantas. Além disso, as cianobactérias apresentam taxas maiores de
crescimento e sdo mais faceis de manipular do que plantas e macroalgas. Este estudo teve por objetivo
otimizar a producao de EPS no meio BG11, com relagéo a diferentes concentracdes de nitrogénio e
glicose do meio de cultivo na producgédo de EPS e biomassa pela cianohisdosigesp.

Palavras-chave Exopolissacarideo. CianobactéNastoc sp

Abstract

Cyanobacteria are prokaryotic microorganisms that can produce exopolysaccharide (EPS) during their
cellular growth and due to their biochemical diverdityey can be considered as excellent in various
biotechnological applications, being used in food, textile, ink, cosmetics, paper and pharmaceutical
industries as gelling, flocculants or emulsifier agents, substituting the polysaccharides of macroalgae
and plants. Besides, microorganisms present higher growth rates and they are easier to manipulate than
plants and macroalgae. The objective of the present study is to optimize the EPS production in BG11
medium related to the different nitrogen and glucose concentrations in the culture for the EPS and
biomass production by the cyanobactéti@stoc sp.
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Introducéo parametros nutricionais, fisicos e quimicos na sintese
8195 mesmosDE PHILIPPISet al., 2001). No

que, sob algumas condicdes, podem crescer gpjanto, a producao, quantidade e estrutura do EPS

condicdes mixotroficas, e, delas, algumas ain&gdemdvanar de uma,es_peo?e pacria ogtrz, ou lmesrrlo
podem apresentar crescimento heterotréfico quntro _gmesma;)gspet_:le, epgh en_ % asqteragoes
escuro DE PHILIPPISet al., 2001). HA uma nas variaveis ambientais e nutricionais do meio onde

grande variedade de espécies de cianobac:téFf%."’lrlob"’mtéria cresgdORENOet al., 1998).

bastante difundidas e com propriedades diversasMorem? _et al. (1998) verificaram ~que_ a
em sua morfologia, fisiologia e bioquimica. Podemanobacterla\nabaenap ATCC 33047 ndo foi

ser aquaticas ou terrestres, viver em ambienfd§tada qléant_o ao seu cresbglmsnto celular pela
extremos, tanto aqueles iluminados naturalmerffEeSenca ednltrggeglo E?:rg :jna 0, poremc,)nesse
como em substratos organicos com pouca 250, & Producac de ecresceu. Otero e

Algumas espécies podem sobreviver em condigﬁ%@ceh?_'n' (2003_) esAtgdararr! 0 efe'“? da
anaerdbicas. tendo o sulfato como doador gésponlbmdade de nitrogénio combinado na sintese

elétrons para a fotossintedeH PHILIPPIS; de EPS, em trés cepasNIestoc_ SPCC7413,
VINCENZINI, 1998). Além disso, muitas espécieE_Ccnﬁ, € PCC&B)} conhecidas por serem
de cianobactérias sado diazotrdficas, ou seja, éggzotroflcas, porém com capacidade de

capazes de usar nitrogénio atmosférico, portanto rﬁgsc:jmegto erg cond|goe|§ naoo-ldla\zotroflcas.d
necessitam de fontes de tal nutriente no meio Qé'an 0 adequadamente aclimatadas a presenca de

cultivo (MORENOet al., 1998). nitrato, todas as cepas capsuladas testadas

Muitos cianobactérias secretam muc:ilagengo,maram'Se ndo-capsuladas, e nenhum EPS foi

constituidas por exopolissacarideos (EPS), durantegé(lfjuzmo' A cepblostodPCC 7413 foi a Unica a

crescimento celular e, devido a diversidade bioquim égerar EPS em condicdes diazotroficas e ndo-

destes, possuem varias aplicaces biotecnolégicas,déﬂ?OtrOf('jcaS’ com 0s valc;res_ma|s altos sendo
indUstrias alimenticias, téxteis, de tintas, c:os.métic:&),contra 0S e_'m pre;engg e nltrato_..
de papel, e farmacéuticas, como emulsificantes,Andrade' Silva & Pinotti (2004) verificaram que,

floculantes ou estabilizadoréBE PHILIPPIS; paraNostoc spisolado em seu Iaboratéritz
VINCENZINI, 1998;: MORENO et al., 1998). (MORIOKA, 2002), o aumento da concentracao

Alguns EPS de cianobactérias tém aplicac;c“)gg nitrogénio no meio, em cqndigﬁes autotrdficas,
biomédicas potenciais, como drogas anti-viraiseaﬁﬁ-elhorqu a prod_ugq_o d? biomassa, E)orem nao
tumoraiSHAYASHI et al., 1996; HIRAHASHI et houve diferenca significativa na producéo de EPS.

al., 2002). O uso de EPS de cianobactériasQé_"?ndo um su_bstraFo organico, glicose, foi
importante porque esses microrganismos apreser fen ionado a0 meio, a biomassa aumentou com 1,59/

maiores taxas de crescimento e sdo mais faceisdec I_\clial(;lqddlmlnuwld(_) q;ando S€ dobra\c/ia a
manipular do que macroalgas e plantas superioré&'@nt' ade de nitrogenio. No entanto, a proaucao

por seus EPS possuirem propriedades fisicas e quinTice PSfoi maio_r Sem suplgmg_ntagéo de nitrogenio,
tnicas MORENO et al., 1998:0TERQ nao havendo diferencga significativa em todos os

VICENZINI, 2003) outros tratamentos.

Apesar dos estudos dos EPS de cianobactériasO presente estudo te_ve por objgtivo otimizar a
terem-se iniciado nos meados do século passadBrefiti¢éo de EPS pela cianobactiinatoc sgom
grande maioria das pesquisas tem-se dedicad@'ggao a diferentes concentragdes de nitrogénio e

identificacdo da sua estrutura quimica, de modo quécose do meio de cultivo.
foram feitos poucos estudos acerca da influéncia dos

Cianobactérias sao procariontes fotoautotrofic

=
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Material e Métodos Obtencéo de Biomassa e EPS

Microalga A biomassa foi separada por centrifugacédo a
10000 x g, por 20 minutos, em uma centrifuga
isolada no Laboratério de Bioquimica dd4efrigerada a 4°C. O sobrenadante de cada cultivo,

Universidade Estadual de Londrina e, posteriormenfé?r)tendo o EPS, TOi reservado para dosagem de
classificada pela Dr2 Célia Sant’ Ana, do Institutg¢ucar total pelo método Fenol - Sulftrico (DUBOIS
et al, 1956) e acucar redutor pelo método Somogyi —

Nelson (NELSON, 1944), enquanto a biomassa foi
ressuspensa em 10 mL de 4gua deionizada.

A cianobactéridNostoc spitilizada no estudo foi

Botanico, Sado Paulo/ SP (MORIOKA, 2002).

CondicGes de Cultivo

Para a manutenco de cultura, foi utilizado o mefgeterminacdo da biomassa
BG11 (STANIER et al, 1971). No experimento, foi

, _ A determinacdo da biomassa foi feita por
preparado o meio BAlsem bicarbonato (Na0O,)

gravimetria: 1 mL de suspensdo de biomassa foi
e sem NaNQ sendo este suplementado com glicos&|ocada em cadinho previamente deixado na estufa
A concentracéo de EPS variou de 0,048 g/L gurante 24h e pesado. O cadinho com a biomassa
0,361 g/L nas diferentes condicOes testadas. P@fcolocado em estufa a 70°C até peso constante.
producao de EPS, obteve-se a equacao: A biomassa foi determinada em triplicata.
Y = 0,156 + 0,2205 x- 0,0475 ¥

Planejamento Estatistico
Tabela 1. Suplementacdo do meio BG11 com glicose e

NaNO;. Os experimentos foram realizados segundo os
Ensaios Glicose g/L NaNO; g/LL principios da metodologia estatistica da superficie de
resposta, tendo como variaveis independentes a

L5 25 4 10 concentragao de glicose e a concentragao de yaNO
4,56 25 1,0 representadas poj & x,, respectivamente. Os niveis
de variacéao utilizados foram 1,5 e 2,5 g/L de glicose
7,8,9 1,5 2,0 e 1,0 e 2,0 g/L de NaNCFoi utilizado planejamento
10,11, 12 2.5 2.0 fatorial 2, com trés repeticbes no ponto central
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS1995).
13, 14, 15 2,0 1,5 Duas respostas foram analisadas: producéo de

biomassa e producédo de EPS.

Os cultivos foram feitos em Erlenmeyers de 25& . ~
. . esultados e Discussao
mL contendo 50 mL de meio, durante 21 dias, em

um agitador rotatério com temperatura constante a
32°C + ou —2° C, com agitacdo de 120 rpm e OSresultados do experimento estdo representados

luminosidade de 600 lux, medida na superficie di Tabela 2.
cultura com um luximetro digital.
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Tabela 2. Resultados do planejamento fatorial 2* com ponto central. X, € X
representam os valores das varidveis codificadas pelas equagdes x; =(Cy—1,5) e x, = (Cgi—2,0).

Ensaio  Glicose g/  NaNO; g/L X| Xs EPS mg/L  Biomassa g/L
1 1,5 1,0 -1 -1 0,048 12,23
2 2,5 1,0 +1 -1 0,361 14,43
3 1,5 2,0 -1 +1 0,093 11,10
4 2,5 2,0 +1 +1 0,221 11,10
5 2,0 1,5 0 0 0,160 16,70
6 2,0 1,5 0 0 0,103 13,30
7 2,0 1,5 0 0 0,110 15,0

A concentracdo de EPS variou de 0,048 g/L a Segundo a analise estatistica, ndo ha evidéncia

0,361 g/L nas diferentes condicdes testadas. Pgrea falta de ajuste do modelo, portanto pode-se
representar a superficie de resposta como um plano,

producdo de EPS, obteve-se a equacao: mostrado na Figura 1. H& uma interacao significativa
entre as variaveis estudadas, sendo significativa a
Y = 0,156 + 0,2205 % 0,0475 X variavel concentracdo de glicose.
(£0,0117) (x0,0155) (+0,0155) A maior produgdo de EPS foi de 0,361 g/L

empregando-se 2,5 g/L de glicose e 1,0 g/L de NaNO

I 0,31
[ 0,26
[ 0,21
[1o,16
I 0,11
[ 0,06
I 0,01

Figura 1. Superficie de resposta para a andlise de EPS.

36

Semina: Ciéncias Biologicas e da Saude, Londrir# \wn. 1, p. 33 - 39, jan./jun. 2006
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Para a biomassa, a variacdo foi del@ g/L para Acredita-se que a sintese de EPS representa uma

16,70 g/L, obtendo-se a seguinte equacao: estratégia metabdlica para sobrevivéncia de
cianobactérias em condigOes desfavoraveis (DE

Y=11,82+1,1x-4,46 % PHILIPPIS; VINCENZINI, 1998). €m sido
(x0,981) (+0,85) (+0,85) descrito que a falta de nitrogénio aumenta a sintese

de EPS em cianobactérias (DE PHILIPPIS et al.,

Nesse caso, o efeitg,xle variar a concentracdo2001; MORENO et al., 1998). Quando se aumentou
de glicose néo foi significativo mas quando a concentracdo de nitrato de 1,0 g/L para 1,5 g/L,
concentracdo de nitrato é aumentada de 1,0 g/L paiauve um aumento da biomassa, porém uma

2,0 g/L ha uma diminuicdo na concentracdo diiminui¢cdo da concentracdo de EPS. A diminuigédo
biomassa. Na realidade, a melhor producdo de concentracdo de nitrogénio no meio favorece a
biomassa ocorrendo no ponto central, com 1,5 gfitoduc&o de EPS quando a concentracdo de glicose
de nitrato e 2,0 g/L de glicose, 0 mesmo resultadoaumentada. Isso pode provavelmente ocorrer
obtido por Andrade, Silva e Pinotti (2005) com aevido ao estresse da diminuig&o do nitrogénio aliado
mesma cianobactéria. ao nivel abundante de carbono fornecido pela glicose.

A Figura 2 mostra a superficie de resposta obtida para a producédo de biomassa.

(7/b) essewolg

Figura 2. Superficie de resposta obtida para a andlise de biomassa.
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Conclusao BARROS NETQ B.; SCARMINIO, I. S.;BRUNS,

R. E. Planejamento e otimizag&do de experimentos.
Foi obtido um aumento da concentracéo de EPCSampinas: Ed. UNICAMPL995.

com o aumento da concentragéo de glicose no meio.

A maior producdo de EPS foi de 0,361 g/ICAMILIOS NETO, D.; PINOTTI, M. H P

empregando-se 2,5 g/L de glicose e 1,0 g/L dexopolissacarideos de cianobactérias. Semina:

NaNO,. No entanto, a producdo de biomassa ndliéncias Exatas etnoldgicas, Londrina,25, n.1,

acompanhou a producao de EPS, a maior produgéia3-52, 2004.

ocorrendo com 1,5 g/L de nitrato e 2,0 g/L de glicose.

Se a producdo de biomassa nao for importaniéE PHILIPPIS, R; SILI, C.; FAPERI, R.;

podem-se usar as primeiras condicdes citadas aciMi&lCENZINI, M. Exopolysaccharide-producing

para direcionar para a producdo de EPS. cyanobacteria and their possible exploitation: A
No século passado, iniciaram-se estudos com EFegiew Journal of Applied Phycologypordrecht,

de cianobactérias, dedicados & identificacéo da su43, n.4, p.293-299, aug. 2001.

estrutura, havendo poucos estudos sobre a influéncia

dos parametros nutricionais, fisicos e quimicos i PHILIPPIS, R.; VINCENZINI, M.Exocellular

sintese dos mesmos. Atualmente, hé trabalhos acételysaccharides from cyanobacteria and their possible

da quantificaco e producéo de EPS, sempre visaritiPlications. FEMS Microbiology Reviews,

a producdo em larga escala. Mesmo com toda ed¥gsterdam, 22, n.3, p.151-175, sep. 1998.

tecnologia e estudos, ainda ha grandes lacuna SBOIS M- GILLES: K A- HAMILTON. J. K-

serem preenchidas, como otimizagdo do meio eEBERS RA; SMITH, F. Colorimetric methods for
cultivo para tal producéo e estudos sobre a apllcagg

e eficicia na utilizacdo desses EPS. Essa area
pesquisa vem-se tornando ampla e promissora, co
possiveis descobertas importantes tanto para

aplicagdes na industria biomédica, quanto NIPAYASHI, T.: HAYASHI, K.: MAEDA, M.:
industrias alimenticias e téxteis, entre outras. KOJIMA, |. Calcium Spirulan, an inhibitor of
enveloped virus replication, from a blue-green alga
Spirulina platensis. Journal of Natural Products,
Cincinnati, v59, n.1, p.83-87, jan. 1996.
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