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Abstract

Climate change has been unbalancing ecosystems all over the world, with the global
temperature increase being one of most highlighted, which has affected both terrestrial
and marine life. As water temperatures rises, blooms of photosynthetic microorganisms
have become more common, with cyanobacteria being one of the main culprits.
Cyanobacteria of the genus Anabaena sp. are filamentous multicellular photosynthetic
prokaryotes that exhibit strategies for fixing atmospheric nitrogen through the presence
of specialized cells, called heterocysts, which allow them to survive in various
environments through symbioses with other living beings, the ability to develop akinetes,
which are specialized resistance cells, in the event of situations unfavorable to their
survival and also the production of toxins, which could have devasting impacts, against
both the ecossystem and human health. Cyanobacteria have been identified as a source
of interesting compounds such as exopolysaccharides and pigments, mainly in the form
of phycobiliproteins, both of which are desired by the cosmetics, food and
pharmaceutical industries. The aim of this work is to present the current state of
knowledge on cyanobacteria, with a special focus on the species Anabaena cylindrica,
covering topics such as the active compounds produced, especially exopolysaccharides
and phycobiliproteins, cultivation and biomass collection methodologies and purification

processes.
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Resumo

As alteragdes climaticas tém vindo a desequilibrar ecossistemas por todo o mundo, com
foco especial ao aumento global de temperatura, que tem afetado tanto a vida terrestre
como a vida marinha. Com o aumento da temperatura da agua, tem se observado com
mais frequéncia o aparecimento de “blooms” de microrganismos fotossintéticos, sendo
as cianobactérias, um dos principais responsaveis, por estes fendmenos. As
cianobactérias do género Anabaena sp. sao procariotas fotossintéticos multicelulares
filamentosos, que exibem estratégias de fixacdo do azoto atmosférico, através da
presenca de células especializadas, denominadas de heterocistos, que lhes permitem
sobreviver em varios ambientes, bem como a capacidade de desenvolver acinetos, que
sao células especializadas de resisténcia, quando as condi¢gdes sdo desfavoraveis ao
seu crescimento. Produzem também toxinas, que podem ter impactos devastadores
para o ecossistema e para a saude humana. As cianobactérias tém vindo a ser
identificadas como fonte de compostos de interesse como os exopolissacaridos e
pigmentos, maioritariamente sobre a forma de ficobiliproteinas, ambos sdo desejados
para as industrias de cosmética, alimentacado e farmacéutica. Neste trabalho pretende-
se expor que conhecimentos ha atualmente sobre cianobactérias, com especial atencéo
para a espécie Anabaena cylindrica, abordando temas como, os compostos ativos
produzidos, destacando-se os exopolissacaridos e as ficobiliproteinas, as metodologias

de cultivo e de recolha de biomassa e os processos de purificagao.

Palavras-chave: Cianobactérias, Anabaena sp., Ficobiliproteinas, Exopolissacaridos
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1.Revisao de literatura

1.1Introducéo

A biotecnologia de recursos marinhos emerge como uma fronteira promissora na busca
por solugdes sustentaveis para os desafios globais contemporaneos. O vasto e pouco
explorado ecossistema marinho abriga uma diversidade biologica imensa, com
organismos que possuem caracteristicas unicas, adaptadas a condigbes extremas
pressdo, temperatura e salinidade. Entre esses organismos, as cianobactérias
marinhas, como a Anabaena sp., destacam-se pelas suas capacidades fotossintéticas

e de fixacao de azoto, oferecendo um enorme potencial para aplicagdes biotecnoldgicas.

Por seu lado, as alteragbes climaticas, tém vindo a provocar um aumento global da
temperatura, sendo uma fonte de stress ambiental, estando a afetar muitos habitats e
fatores bioticos e abidticos como uma incidéncia de espécies invasoras, que tornam os

ecossistemas imprevisiveis (Vitousek et al. 2002; Walther et al. 2009).

Nos ultimos anos, a proliferagdo excessiva de cianobactérias, frequentemente
resultando em florescimentos, tem despertado preocupacdes ambientais e de saude
publica. Estes florescimentos sao frequentemente associados a eutrofizacdo de massas
de agua, um processo impulsionado por atividades antropogénicas como descargas de
esgoto nado tratado e o uso excessivo de fertilizantes agricolas. As cianotoxinas,
substancias téxicas produzidas por algumas espécies de cianobactérias durante os
florescimentos, podem causar uma variedade de efeitos adversos em seres humanos e
animais, incluindo problemas hepaticos, neurolégicos e gastrointestinais e

destabilizando o funcionamento normal dos ecossistemas locais.

Estes sao predominantes em sistemas de reduzida circulagao de agua tais como lagos,
onde a maioria dos fenédmenos de eutrofizagdo é provocada por cianobactérias, (Paerl
& Huis-man, 2009; Chorus & Bartram, 1999; Mandhata et al. 2023) o que inclui espécies
do género Anabaena. A este fendmeno também se da o nome de HABs (Harmful Algal
Blooms), durante estes ocorre um aumento da turbidez da agua, que por sua vez
suprime o estabelecimento e crescimento de macrofitos aquaticos, provocando assim

varios efeitos negativos na cadeia alimentar do habitat. Blooms mais densos podem



ainda causar situacbes de anoxia, durante os periodos noturnos, o que pode levar a

morte de peixes (Paerl & Huis-man, 2009).

Recentemente, estudos filogenéticos revelaram que espécies, que se pensavam
restritas as zonas tropicas e subtropicais, atualmente sdo mais frequentes em zonas
temperadas. Espécies como Microcystis aeruginosa e Anabaena sp. tém vindo a ser
observadas na Europa e na América do Norte (Moisander et al. 2012; Soares et al. 2009;
Hong et al. 2006).

Para melhor preparagéo contra os potenciais perigos das cianobactérias é necessario
perceber as suas propriedades basicas, o seu comportamento no habitat natural e que

condigbes ambientais podem ajudar no seu crescimento (Chorus & Bartram, 1999).

Avancgos conceptuais durante o século XX, permitiram perceber a descontinuidade entre
procariotas e eucariotas, diferenciando a organizagdo celular. As anteriormente
chamadas de “algas azuis-verdes” constituem um dos maiores grupos dos procariotas,

incluindo-se no reino Eubactéria (Sneath, 1992).

O interesse por este género de cianobactéria comegou nos anos 60, tendo vindo a
aumentar gradualmente ao longo dos anos (Fig.1), existindo mais de 4100 artigos

publicados, segundo o Pubmed.

N2 de artigos publicados

Ano de publicacdo

Figura 1) Artigos publicados sobre o género Anabaena sp. segundo o motor de busca Pubmed,
usando a palavra-chave Anabaena sp., no dia 14/09/2024




2.0bjetivos

Este trabalho visa fazer uma reviséo bibliografica sobre a espécie Anabaena cylindrica

e as aplicacbes biotecnoldgicas a ele associadas.

3.Cianobactérias

As cianobactérias sdo microrganismos procariotas fotossintéticos muito diversificados
pertencentes ao filo Cyanobacteria, podendo apresentar-se de forma unicelular ou
multicelular, cocdide ou filamentosa ramificada ou ndo, demonstrando também uma
maior eficiéncia fotossintética comparativamente as plantas terrestres (Mandhata, et al.
2023; Tiwari, et al. 2019). Podem ser encontradas em quase todos os tipos de ambientes
iluminados, todas sintetizam clorofila a, a maioria produz pigmentos da familia das
ficobilinas, como a ficocianina, a ficoeritrina e a aloficocianina, a primeira das quais lhes
da um tom azulado quando em concentracdes suficientes, noutros casos o pigmento

acessorio ficoeritrina € predominante e da um tom cor-de-rosa (Whitton & Potts, 2012).

Os habitats mais prominentes das cianobactérias sdo ambientes pantanosos e
marinhos, sobrevivendo em condi¢des de agua doce, salobra ou salgada, fria ou
temperada, mais raramente em agua quente. As cianobactérias marinhas crescem ao
longo da costa como comunidade bentonica nas zonas intertidais (Humm & Wicks,
1980), e as espécies de agua doce tendem a colonizar lagos, ao longo da coluna de
agua ou nos fundos, e até mesmo em regides de agua salobra, como estuarios, pois

muitas espécies sao halotolerantes (Reed et al. 1984).

As cianobactérias sao frequentemente os primeiros seres vivos a colonizar areas secas
de rocha e solo, gragas a adapta¢des como seja a presencga de pigmentos capazes de
absorver elevados niveis de radiacao ultravioleta o que lhes permite sobreviver em
ambientes terrestres expostos (Whitton, 1992), nomeadamente cinzas vulcanicas e
desertos (Dor & Danin, 1996). Ao longo do tempo, as cianobactérias evoluiram para
ocupar uma ampla variedade de habitats, até mesmo ambientes extremos como fontes
termais e regides polares. A diversidade de habitats das cianobactérias € acompanhada
por uma variedade de estratégias adaptativas, incluindo a capacidade de realizar
fotossintese oxigénica e anoxigénica, formacao de esporos resistentes (acinetos), a
fixagdo de azoto e a produgéo de substancia mucilaginosas (Cohen et al.1986; Abed et

al. 2009). Nos ecossistemas aquaticos, elas sdo componentes chave da comunidade



fitoplanténica, contribuindo significativamente para a produtividade primaria e para os

ciclos biogeoquimicos dos nutrientes.

Na fotossintese oxigénica, o dador de eletrbes é a agua e ha a libertagdo de oxigénio
como subproduto, na fotossintese anoxigénica, o dador de eletrdes é o sulfeto de
hidrogénio e liberta-se enxofre como subproduto, isto permite-lhes sobreviver em
ambientes onde a concentracdo de enxofre é elevada, pois este funciona como um
inibidor da cadeia transportadora de eletrdes em processos de fotossintese oxigénica,
reagindo com as enzimas citocromo ¢ oxidase, nomeadamente ligando-se aos atomos
de ferro que sao o centro destes complexos proteicos e essenciais para realizarem a
sua fungdo de catalisadores de reacdes “redox” e de transportadores de eletrbes
(Kushkevych et al. 2021; Dordevi¢ et al. 2020).

A formacdo de esporos resistentes denominados acinetos, apenas ocorrem em
cianobactérias nas ordens Nostocales e Stigonematales, por exemplo Dolichospurmum
e Aphanizomenon, pertencentes a primeira, e Hapalosiphon e Stigonema, pertencentes
a segunda ordem. Os acinetos sao células diferenciadas, apresentando-se como células
maiores, com um aspeto granulado, uma parede celular mais espessa e com
multicamadas, que possuem uma grande reserva de nutrientes, nomeadamente amido
cianoficeo e outros hidratos de carbono. Estas células também variam na sua
composicao de pigmentos, nos acinetos de Anabaena cylindrica, por exemplo, ha uma
auséncia de ficocianina, substituicdo de clorofila por feofitina, um decréscimo de -
caroteno e um aumento de xantofilas (Sarma, 2013; Kaplan-Levy, et al. 2010).
Limitagdes na intensidade luminosa ou de azoto, sdo os fatores que contribuem para a
formacao dos acinetos. Estes sendo mais densos do que a agua, afundam e podem
sobreviver por varias décadas, cerca de 65 até 130 vezes mais do que as células
vegetativas, chegando a sobreviver por 64 anos (Adams & Duggan, 1999; Sutherland,
et al. 1979; Yamamoto, 1995; Hense & Beckmann, 2006; Livingstone & Jaworski, 1980).
Os acinetos germinam quando os niveis de nutrientes atingem um determinado valor e
em temperaturas elevadas, sabendo-se que a sua suspensao na coluna de agua pode
acelerar este processo, formando os florescimentos ou blooms caracteristicos das
cianobactérias (Fig.2) (Hense & Beckmann, 2006; Adam & Duggan, 1999; Verspagen,
et al. 2004; Barbiero, 1993).

A sua formacéo esté ligada a diferentes fatores ambientais e estes variam consoante a
espécie, fatores como: a concentragéo de fésforo na agua, alteragbes na razéo entre
diferentes pigmentos intracelulares, temperatura da agua, um aumento na razédo entre

a presenca de carbono e azoto no ambiente e alteragdes na intensidade luminosa, séo
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apenas alguns exemplos que levam ao desenvolvimento de células de resisténcia em
cianobactérias (Cohen et al. 1986; Park et al. 2024).

surface mixed loyer ___—> O0O000e
@@  \rocin heferocysts

growing filaments LIMITATION

vegetative cells LIGHT (NUTRIENT)
LIMITATION

LIGHT
AVAILABILITY T

akinetes

NUTRIENT
AVAILABILITY O

seafloor

Figura 2) Representagéao do ciclo de vida das cianobactérias a partir de um acineto (Hense &
Beckmann, 2006)

Temperaturas elevadas estimulam diretamente o crescimento de cianobactérias, uma
vez que estas tém uma temperatura 6tima de crescimento superior quando comparadas
com outros organismos fotossintéticos (Tilman & Kiesling, 1984). Também apresentam
outras caracteristicas que as tornam competitivas, tais como, regulagéo de flutuagao
através de vesiculas gasosas, tolerancia a ambientes de pouca luminosidade e uma
forte capacidade de obtencao de fésforo, sendo a ultima atipica para fixadores de azoto
(Isvanovics et al. 2000; Smith, 1983). Demonstram a capacidade de regular a sua
concentracdo de pigmentos consoante as condi¢des de luz, num processo denominado
de fotomorfogénese ou aclimatizagéo cromatica, com isto sdo capazes de se adaptar a
varios ambientes com diferentes pardmetros de radiacdo, sem perder eficacia
fotossintética (Li et al., 2019).

Algumas cianobactérias desenvolveram células especializadas para a captagao de
azoto atmosférico denominados heterocistos (Fig.3) (Abed et al. 2009; Capone et al.
2005).

Os heterocistos estdo englobados ao longo dos tricomas. Durante o processo de

diferenciagéo ocorre uma mudanga drastica na morfologia dos tilacoides e como tal,
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Figura 3) Representacéao de um heterocisto e o processo de fixagdo do azoto (Mandhata et al., 2023)

perdem capacidade de realizar a fotossintese, pelo que tém que depender de outras
células para o seu sustento (Golden & Yoon, 2003). Sdo células de parede espessa com
um ou dois nddulos polares, localizados s6 num lado ou em lados opostos da célula,
consoante seja o heterocisto terminal ou intercalar, respetivamente (Whitton & Potts,
2012). No entanto, nem todas as cianobactérias precisam de heterocistos. Algumas
desenvolveram estratégias fisioldgicas para a fixagdo de azoto atmosférico em casos
de boa oxigenagao, nas células vegetativas. Dentro destas células a fixagdo de azoto
ocorre em situagcéo anaerdbica, pois a enzima nitrogenase, responsavel pela conversao
de azoto atmosférico em amonia, € sensivel a presengca de oxigénio. As paredes
espessas dos heterocistos previnem a entrada de oxigénio atmosférico e a degradagao
do fotossistema Il durante o processo de diferenciagéo, previne a produgéo de oxigénio
através da fotossintese. No entanto, nem todas as cianobactérias precisam de
heterocistos, algumas desenvolveram estratégias fisioldgicas para a fixacdo de azoto
atmosférico em casos de boa oxigenagdo. Gragas a esta caracteristica, as
cianobactérias tornaram-se nos maiores fixadores de azoto nos oceanos e um fator
chave para um desenvolvimento de relagdes simbidticas com outras microalgas, plantas
e até animais (Diez et al. 2008; Whitton & Potts, 2012). Adicionalmente, relagcdes com
fungos, bridfitas, pteriddfitas, gimnospérmicas e angiospérmicas, sdo alguns exemplos
(Rai, 1990).

Outra caracteristica que as torna altamente competitivas em varios ambientes é a
producdo de toxinas, nomeadamente hepatotoxinas e neurotoxinas. As hepatotoxinas
tém como base heptapeptideos toxicos, também chamados de microcistinas. Estas

podem apresentar varias estruturas quimicas, apresentando diferencas como a
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desmetilacdo e a substituicdo de aminoacidos “L”. As nodularinas também fazem parte
das hepatotoxinas, apresentando uma estrutura pentapeptidica. Estas toxinas tém uma
acao inibitéria sobre as fosfatases proteicas presentes no figado, causando a redugao
das células que controlam a circulagdo de sangue no figado, podendo levar ao

desenvolvimento de hemorragias (Sinovan, 1996).

As neurotoxinas, podem-se dividir em anatoxinas-a e as suas variantes anatoxinas-a(s).
As anatoxinas-a atuam como bloqueadores na transmissao neuromuscular, causando
paralisia respiratoria. Estas ligam-se aos recetores nicotinicos-acetilcolina das células
nervosas, pois tém uma maior afinidade por estes recetores do que a propria acetilcolina
(Carmichael et al. 1979). As anatoxinas-a(s) tém um efeito de anticolinesterase
irreversivel, o que causa a tensdo muscular perpétua, pois ndo ocorre a degradagao da

acetilcolina nos recetores (Mahmood et al. 1988).

3.1 Aplicagdes

Além de sua importancia ecoldgica, as cianobactérias tém atraido crescente interesse
devido ao seu potencial biotecnolégico em diversas areas, incluindo bioenergia,

agricultura, medicina e meio ambiente.

Tem-se tornado cada vez mais atrativa a producdo de microalgas e de cianobactérias
com o intuito de uma produgdao com zero desperdicio, por serem consumidoras de
diéxido de carbono, sendo a sua remogao da atmosfera algo desejavel do ponto de vista
ambiental, para além de existir custos reduzidos na sua obtencéo (Nitsos et al. 2020).

Adicionando também o facto de que diferentes espécies podem produzir diferentes
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Figura 4) Resumo de uma biorefinaria de microalgas (Nitsos et al. 2020)



compostos de interesse e podendo a mesma espécie providenciar uma variedade de
tais metabolitos para outras industrias, desde lipidos para biocombustiveis até

pigmentos para a area da cosmética (Fig.4 e 5).

No campo da medicina, as cianobactérias sdo uma fonte rica de substancias bioativas
com potencial terapéutico. Compostos isolados como policetideos, amidos, alcaloides,
acidos gordos, indol e lipopéptidos, apresentando diferentes atividades bioldgicas como
a antibacteriana, antifingica, antialgal, antiprotozoaria, antiviral anti-inflamatéria e
antitumoral (Zhang et al. 2024; Abed et al. 2009; Dahms et al. 2006; Shimizu, 2003)

(Fig.5).

Biofer tilizers & Bioremediaﬂon

Nutrition/
Food Supplement

Figura 5) Resumo do potencial das cianobactérias em diferentes areas (Zahra et al. 2020)

Sao fonte de metabolitos primarios, tais como vitaminas, enzimas e pigmentos onde se
destacam os carotenoides e as ficobiliproteinas, dois dos pigmentos mais importantes
e mais utilizados pelas bioindustrias, por apresentar varios beneficios tanto para a saude
humana ou animal (quando utilizados como suplementos de ragao), podendo também
ser utilizados como agentes de coloracao desses alimentos (Zahra et al. 2020). Também
produzem metabolitos secundarios, que ao invés dos mencionados anteriormente, estes
nao s&o essenciais para a sobrevivéncia e para o crescimento das cianobactérias, tendo

como exemplo as biotoxinas, estas sao produzidas por espécies de microalgas de modo



a protegerem-se de outras microalgas que competem pelo mesmo espacgo. Estas
toxinas podem ser utilizadas para o desenvolvimento de pesticidas de origem bioldgica,
por exemplo (Mandhata et al. 2023; Voloshko et al. 2008).

3.2 Ficobiliproteinas

Os principais recetores de luz nas cianobactérias e nas algas vermelhas, sao os grandes
complexos proteicos conhecidos como ficobiliproteinas, as quais se organizam em
ficobilissomas. Estes podem ser divididos em 3 tipos morfologicos: hemiellipsoidal,

demidiscoidal e em “bundle shaped” (Li et al. 2019).

Todos os ficobilissomas (Fig.6) s&o constituidos pelo um grupo hidrofilico de
ficobiliproteinas e um grupo hidrofébico de péptidos. As ficobiliproteinas sdo um grupo
macromolecular de proteinas em forma de disco ligados a ficobilinas (Li et al. 2019; Liu,
2016; Apt et al. 1995), que absorvem radiagdo em regides do espetro onde a clorofila a

tem uma reduzida absorgao (MacColl, 1998).
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Figura 6) Representagdo de um ficobilissoma e os seus constituintes (Pagels et al.2019)

Nas cianobactérias estes complexos podem constituir até 50% do conteudo proteico
celular, podendo ser divididas em 3 grupos: aloficocianina, emitindo uma cor vermelha
e absor¢ao maxima entre 650 e 660 nm; a ficocianina, que emite uma cor azul, com o
seu pico de absorcao entre 610 e 625 nm; a ficoeritrina, manifesta uma cor vermelha e
absor¢gdao maxima entre os 490 e 570 nm. A ficocianina € a ficobiliproteina mais
abundante em cianobactérias (Bryant et al. 1979; Wildman & Bowen, 1974; Pagels et
al. 2019).



As propriedades de absorgao das ficobiliproteinas deve-se a presenga de uma cadeia
linear de tetrapirrol a que se da o nome de ficobilina, a esta estrutura ligam-se as
subunidades proteicas, como a ficocianina, através do aminoacido cisteina com um

grupo de tioéter (Li et al. 2019).

As ficobiliproteinas tém numerosas aplicagdes. Para além de servirem para
pigmentacdo de comidas e produtos cosméticos, também podem ter capacidades
antivirais, anti-tumorais, antioxidante, anti-inflamatoério e fortalecimento do sistema

imunitario (Fig.7).
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Figura 7) Aplicagbes das ficobiliproteinas (Li et al. 2019)

3.3 Exopolissacaridos

Os polissacaridos estdo presentes em todos os organismos, exibindo uma grande
variedade de estruturas bioquimicas, com diferentes combinagdes de ligagdes
glicosidicas, entre 40 e 50 monossacaridos diferentes, incluindo também muitos

agucares complexos (Dellatre et al., 2016).
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As funcdes fisiolégicas de polissacaridos microbianos sdo muito diversas e dependem
da sua estrutura e arquitetura. Desempenham o importante papel no desenvolvimento
de flocos (Fig.8) e biofilmes, servindo de reservas energéticas para muitos tipos de

células, sendo que se denominam de exopolissacaridos (EPS) (Dellatre et al., 2016).

Exopolissacaridos provenientes de cianobactérias demonstram ter propriedades
quimicas mais diversas comparando com os de origem microbiana (Tiwari et al., 2019).
Foram primeiramente utilizados pela industria devido as propriedades reoldgicas como
agentes espessantes e gelificantes (Kraan, 2012). Estes polissacaridos ja s&o utilizados
como aditivos em comida, estabilizadores de solo, biorremediadores e mais
recentemente como retentores de humidade e as suas capacidades antioxidantes nas
industrias da cosmética e farmacéutica (Kumar et al., 2018; Sharma et al., 2008; Tiwari
et al., 2019; Zhao et al. 2013)

Figura 8) Aglomerados de Anabaena sp.

A composigéo quimica dos exopolissacaridos é variada consoante a espécie em causa,
podendo ser uma combinag¢ao de varios agucares como a glucose, galactose, ramnose,
xilose, fucose, arabinose e manose. A glucose é o agucar que se observa com mais

frequéncia e que preenche em maior parte a composi¢ao dos EPS (Tabela I).
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Tabela |) Composigao quimica de EPS em cianobactérias (Kumar et al.2018)

Organism Polysacchandes (sugar composition) Other Reference
Chroococcus minutus SAG B 41.79 Gle (+), Man. Xyl. Ara, 4MS AA 2
Gloeothece PCC 6501 Gal (+). Glc. Man. Rha. Xyl 1MS UA.AA 52
Calothrix parietina Gal. Glc (+). Man. Rha. Ara. Xyl. Fuc. 2 MS UA AA As 53
Fischerella PCC 7414 Gal, Gle (+). Man, Xyl. Fuc, 1MS UA. AA. As, sulphate 54
Anabaena cylindrical Gal, Gle (+). Man, Xyl. Fuc 55
Nostoc TARI 221 Gal. Glc (+), Man, Rha. Xyl. Ara UA 56
Microcystis flos-aquae C3-40 Gal, Glc, Man, Rha. Xyl UA(+) 57
Phormidium foveolarum MEU, C52 Gal, Glc (+). Man, Arat, Fuc. Rha, Xyl, Ribz UA, AS+, sulphate 58
Phormidium ectocarpi N 182, K5, ME3, C86 PCC 7375 Gal. Glc (+), Man, Rha. Xyl. Fuc UA, AS+, sulphate 58
Phormidium minutum D5, NB5, RTé6 Gal. Glc (+). Man, Rha, Xyl Ara. Fuc UA, AS+, sulphate 58
Phormidium sp. PNG 91, 90-14/1,CCAP 1464/3, Gal. Gle (+). Man, Rha. Xyl. Araz. Fuct, Rib+ UA, sulphate 58
CCAP1464/4
Oscillatoria amphibian PCC 7105 Gal, Glc (+), Man, Rha, Xyl. Fuc UA. sulphate 38
Oscillatoria corallinae CJ 1 Gal. Glc (+). Man, Rha. Xyl. Fuc UA, sulphate 58
Lyngbacon fervoides S9 g Gal. Gle (+). Man, Rha. Xyl. Ara. Fuc UA, AS 58
Cyanothece 16Som2 Gal. Gle (+). Man, Xyl. Fuc, Rha UA 3
Cyanothece CA3 Gle, Man. Ara (+), Fuc, Rha UA 3
Cyanothece CE9 Gal. Glc (+) Man, Fuc, Rha UA 3
Cyanothece ET2 Gal, Gle. Man Ara (+), Fuc, Rha UA 3
Cyanothece IR20 Gal. Glc, Man, Rib, Fuc, Rha (+) UA 3
Mastigocladus laminosus Rha. Fuc, Xyl. Man. Gal. Gle 59
Microcoleus vaginatus Ara, Rha, Fuc. Xyl, Man (+), Gal. Glc UA, MS 60
Nostoc sp. Rha. Xyl, Man, Gal, Glc (+) MS, AA 60
Phormidium tenue Ara (+), Rha. Man. Gal. Glc UA 60
Scytonema javanicum Ara, Rha, Xyl Man, Gal. Gle (+) 60
Phormidium tenue Ara (+), Rha. Fuc. Xyl. Man. Gal. Glc AA 21
Plectonema battersii strain GF Ara. Fuc Xyl Gle (+) Gal Man UA, sulphate 61
Chroococcus submarines strain BM Rha. Fue, Xyl (+). Gle. Gal. Man UA, sulphate 61
Rhabdoderma rubrum strain CH Fuc. Xyl (+). Gle. Gal, Man UA, sulphate 61
Johannesbaptistia pellucida stramn GC Ara, Rha, Fue. Xyl, Gle, Gal. Man UA, sulphate 61
Cyanothece sp. ATCC 51142 Rib, Xvl. Gle (+) AA 40
Oscillaria sp. Rib. Xyl. Glc (+) AA 40
Nostoc carneum Xyl. Man (+) AA 40
Nostoc insulare 54.79 Glc UA, MS.AA 62
Arthrospira platensis Ara, Rha, Fuc. Xyl, Man, Gal. Glec UA. AA 63
Nostoc commune Xyl. Man. Gal. Gle (+) AA 64
Nostoc verrucosum Xyl. Man (+), Glc (+) UA 64
Arthrospira platensis strain MMG-9 Fruc, Fucose, Gal. Gle (+), Man, Rha, Rib, Xyl UA 65
Microcoleus vaginatus Rha, Xyl. Man, Gal. Gle (+) AA 66
Nostoc carneum Xyl (+). Gle UA. sulphate 67

A composi¢ao dos EPS depende de fatores como temperatura, intensidade da luz,
concentracdo de sulfato, fosfato, potassio, ides metalicos e até a idade do

microrganismo afeta a sua constituigao.

Tendo em conta a sua composi¢cao quimica, os exopolissacaridos podem ser divididos
em 2 grupos: homopolissacaridos e heteropolissacaridos. Denominam-se
homopolissacaridos quando sdo compostos por apenas um tipo de monossacarido,
sintetizado a partir de sacarose. Designam-se heteropolissacaridos, quando tém na sua

composigao varios agucares de elevada massa molecular (Kumar et al. 2018).

3.4 Cultivo de cianobactérias

O cultivo de microalgas pode ser realizado em sistemas abertos e em sistemas

fechados, conhecidos por fotobioreatores. Sistemas abertos podem ainda ser divididos
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em naturais, quando utilizando massas de agua naturais, ou artificiais, quando se trata
de tanques artificiais. Este ultimo tipo de sistemas é mais econdmico, na sua construgcao
e manutencao e também permite explorar condigdes especificas de crescimento e a
inoculagdo com maior concentracao de indculo (Singh & Sharma, 2012; Ugwu et al.,
2008). Um fotobioreator pode ser descrito como um dispositivo fechado e iluminado,
para a producdo de culturas. Sao mais caros na sua construcdo, mas possuem
vantagens como minimizar contaminag¢des, maior retengdo de CO; e maior controlo nas

condigbes de crescimentos (Kumar et al. 2011).

O método mais comum para o cultivo de Anabaena sp. é através de sistema “Batch”,
onde se coloca um volume conhecido de indculo da microalga de interesse num sistema
fechado. Neste método de crescimento nio se realiza a adigao ou remocao do conteudo
do reator e deste modo a concentracéo celular vai crescendo até esgotar os nutrientes
inicialmente colocados (Richmond, 2004; Watanabe, 2005). Os sistemas de cultura
“Batch” apresentam um padrdo de crescimento caracteristico, podendo-se destacar
diferentes fases de crescimento consoante a tendéncia de crescimento (Barsanti &
Gualtieri, 2014).

O crescimento dos organismos fotossintéticos, sejam cianobactérias, microalgas,
macroalgas ou plantas carece de macronutrientes e de micronutrientes. As
cianobactérias necessitam de 4 macronutrientes, o carbono, o azoto, o fésforo e o
potassio, tal como de micronutrientes, como a silica, calcio e sédio, entre outros, sendo
que os ultimos nédo limitam substancialmente o crescimento (Knud-Hansen et al. 1998).
Outro fator limitante é a troca de gases, visto que em grandes concentragdes de
biomassa, a escassez de carbono torna-se numa limitagado ao crescimento, tal como o
oxigénio produzido por fotossintese, podendo atingir niveis inibitérios ao crescimento,

caso nao sejam controlados (Christenson & Sims, 2011; Carvalho et al. 2006).

Mesmo que a falta de carbono seja um fator limitante, a atmosfera € uma fonte quase
infinita, mesmo sendo de transferéncia lenta, como tal o azoto e fésforo tendem a ser
os parametros mais preocupantes. A razdo entre azoto e fésforo deve ser de 16 mol
para 1 mol, respetivamente, estes valores foram estimados realizando a média da
presenca destes dois nutrientes em varias espécies, que varia entre 8 até 45 mol
(Klausmeier et al. 2004; Redfield et al. 1963).

Por vezes, realiza-se a desnutricdo intencional das microalgas para aumentar o valor
economico da biomassa, ndo s6 porque reduz diretamente os custos, pois ha uma

reducéo nos nutrientes inseridos no meio, mas também ao induzir stress na cultura esta
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pode produzir mais subprodutos de interesse, de modo a tentar contrariar esse stress,
no entanto, estas agdes provocam também uma reducido na taxa de crescimento
(Christenson & Sims, 2011), e dependente da espécie, este stress induzido pode trazer
um maior valor comercial acrescido ou se ndo compensa a baixa concentragdo de

biomassa.

Dependendo das caracteristicas da cultura de interesse, pode ser dificil evitar
contaminagdes, sendo necessario aumentar o controlo do ambiente de crescimento, o
que por sua vez aumenta os custos de produgdo. Outro fator a ter em conta é a
disponibilidade de espaco, quer seja terrestre e/ou marinho. Um espago maior tera
maiores custos de manutengao e de controlo ambiental da cultura e pode também ser

um risco para a contaminacao da cultura de interesse (Christenson & Sims, 2011).

O maior desafio ndo se encontra produgao de microalgas, mas sim na sua extragao e
nos processos de “downstream” para a obtengao de bioprodutos de interesse (Uduman
et al 2010).

3.5 Processos de extracao e de purificacao de metabolitos

Um processo de recolha de biomassa para ser eficaz, deve permitir a recuperacao de
uma maior concentragao, sendo ao mesmo tempo um processo de custo moderado
(Barros et al., 2015; Danquah et al., 2009). A primeira fase de recolha €&, geralmente a
mais cara, contribuindo para cerca de 20 a 30% do custo total de produgéo (Gudin &
Therpenier, 1986), e € também a que vai influenciar todas as fases seguintes, tendo
sempre em conta o produto final desejado quando se escolhe a metodologia, para tal &
importante considerar fatores como humidade, concentracées de sal, danificagao celular

e outras caracteristicas especificas de cada espécie (Molina et al., 2003).
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Figura 9) Diagrama de processos para extragdo e secagem de microalgas (Barros et al. 2015)

Atualmente os processos de recolha de biomassa podem ser mecanicos, quimicos,
bioldgicos ou elétricos (Fig.9) e ainda é possivel combinar diferentes métodos, de modo
a reduzir custos. Os métodos mecanicos sdo os mais utilizados por serem mais fiaveis,
no entanto, por vezes € necessaria uma fase prévia de espessamento ou coagulagao
para a aumentar a eficacia da extragcao (Schlesinger et al., 2012; Christenson & Ronald,
2011; Grima et al., 2003).

A filtracdo tende a ser a menos utilizada, por ser um processo lento e dispendioso. A
filtracdo por vacuo ou por pressao tem vindo a ser favorecida para a recuperacao de
microalgas de grandes dimensdes, a centrifugacdo € o método mais utilizado dos
processos fisicos pela sua capacidade de processar grandes volumes, a uma
velocidade relativamente alta e por manter a biomassa intacta e bem separada do meio,
como tal utiliza-se esta metodologia para a obtengcédo de produtos de maior valor. Por
outro lado, utiliza-se o processo de sedimentagao gravitacional, por vezes assistido por
floculagéo, quando o interesse € a extragao de produtos de baixo valor, tal como restos

de biomassa (Grima et al., 2003).

Apos a recolha das microalgas, é necessario tornar os seus conteudos mais acessiveis,
para tal € necessario provocar uma disrup¢ao da parede celular utilizando métodos
fisicos, quimicos, enzimaticos e conjuncdes destes, obtendo-se assim diferentes
extratos brutos. Os métodos fisicos, como ultrassons e “Bead milling” tendem a ser mais

utilizados pela sua eficacia e por manterem os conteudos celulares inalterados e
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intactos, sendo este um fator limitante nos processos de quimicos que tém de ser
escolhidos e ajustados consoante o produto que se pretende obter (Barros et al. 2015;
Nitsos et al. 2020). Esta fase deve ocorrer de forma rapida, evitando o risco de
degradacado de certos produtos devido a exposicdo a temperatura ambiente. Para
minimizar estas perdas pode-se realizar a secagem prévia da biomassa, existindo varios
métodos de secagem, sendo a liofilizagdo o mais utilizada em laboratério, mas
demasiado dispendioso para utilizagdes a escalas de produgao superiores, pelo que a
secagem por “spray” é o metodo favorecido, por permitir um maior rendimento aquando
da extracao de produtos elevado valor, com a excegéo de pigmentos aos quais aparenta

contribuir para a sua deterioracao (Grima et al., 2003).

De seguida procura-se extrair e purificar os metabolitos de interesse, utilizando-se
diferentes solventes para a remocgao de diferentes compostos, devido a diferentes
afinidades, sendo o mais utilizado o etanol para a extragdo de acidos gordos e de
pigmentos (Belarbi et al. 2000), também se utiliza tampdes aquosos para a obtencao de
ficobiliproteinas, mas nestes casos nao se pode realizar a secagem prévia da biomassa
(Bermejo et al.,, 2001). Apdés a extracdo dos compostos recorre-se a métodos de
cromatografia para os separar em melhor detalhe, podendo-se aplicar cromatografias
de fase reversa e de gel de silica, muitos utilizadas para a purificagao de acidos gordos
e de pigmentos como a astaxantina (Medina et al., 1995; Giménez et al., 1998), as
proteinas sao normalmente purificadas através de cromatografia de troca idnica
(Bermejo et al., 2001).

4. Anabaena

O género Anabaena sp. € um taxon de cianobactérias flamentosas ndo ramificadas,
que desenvolvem heterocistos para fixacdo de azoto atmosférico. Conhecem-se
aproximadamente 142 espécies, sendo que 80 se encontram em ambientes de agua
doce (Zapomeélova et al. 2009; Mandhata et al. 2023).
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Figura 10) Anabaena sp. com acinetos destacados a vermelho e com heterocisto a amarelo

Pode apresentar tricomas direitos, curvos ou em espiral, as células podem ser
cilindricas, elipticas ou esféricas, com larguras entre 2 uym até 20 ym. Os heterocistos
terminais ou intercalares possuem uma forma cilindrica ou esférica, salvo algumas
excegoes, onde certas espécies apresentam heterocistos com uma forma cénica ou oval
(Mandhata et al., 2023). Os acinetos sao células esféricas, ovais ou cilindricas, podendo
estar separados entre si ou em alinhamento e intercalados, podendo-se desenvolver

perto dos heterocistos ou ligeiramente afastados.

Este género, tal como o resto das cianobactérias, também produz uma grande variedade
de compostos de interesse comercial: Proteinas, Alcaloides, Micosporinas, Enzimas,

Fenodis e Polissacaridos.

As principais proteinas presentes neste género sao a C-ficocianina e as ficobiliproteinas,
que podem servir para a coloragao e suplementagao alimentar (Kaur et al., 2019; Nath
et al, 2021) e também tém capacidades antibacterianas, antioxidantes e

anticancerigenas (Osman et al. 2015; Shanab et al., 2012).

Os alcaloides sdo compostos organicos, cuja estrutura quimica contém um centro
heterociclico com um atomo de azoto, podem ter propriedades tdxicas, podendo atuar
como inibidores de enzimas (Matsunaga et al., 1989; Voloshko et al., 2008),
antibacterianos (Bruno et al.,, 1994), anticancerigenos, antioxidantes (Shanab et al.,
2012) e antifungicos (Shishido et al., 2015), sendo que comparando com as restantes
cianobactérias, o género Anabaena produz a maioria destes alcaloides(Rantala-Ylinen
et al., 2011).
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As micosporinas (Mycosporine-like amino acids), tém acao direta na prote¢cao contra
radiacao ultravioleta, podendo absorver radiagido entre 310 e 362 nm e podem combater
o stress oxidativo provocado pela mesma, conhecem-se 30 compostos da familia das
micosporinas em que todos possuem um grupo central de 4-deoxygadusol. A shinorina
€ um exemplo de uma micosporina que é utilizada como ingrediente para o
desenvolvimento de protetores solares e que pode ser extraida a partir de

cianobactérias, como Anabaena sp. (Yang et al., 2018).

Os fendis sdo metabolitos secundarios cuja fungéo é a protegao contra fatores bibticos
e abidticos stressantes como tal, apresentam capacidades antifungicas (Gupta et al.
2012), antioxidantes e anticancerigenas (Shanab et al., 2012) e podem melhorar as
atividades biocatalisadoras (Mays et al., 2020). Apresentando-se como flavonoides,
lenhina e taninos, que tém a fungao de proteger a célula contra fatores de stress biéticos
e abidticos, tal como a reparacao de dano causado pela radiagao ultravioleta (Mandhata
et al. 2023)

As enzimas produzidas pelo género Anabaena, nomeadamente a quitosanase e a
fenilalanina amodnia-liase, apresentam capacidade antifungica e de catalisador (Gupta
et al., 2012; Mays et al., 2020).

Os polissacaridos produzidos por Anabaena dividem-se em exopolissacaridos, com
potenciais para aditivos de ragdes (Nath et al., 2021), como agentes indutores de
floculagédo (Khangembam et al., 2016) e com capacidade antioxidante (Tiwari et al.,
2019). Por outro lado, produzem tetrassacaridos e ciclodextrinas com potencial

anticancerigeno (Thammana et al. 2006).
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4.1 Anabaena cylindrica

Anabaena cylindrica Lemmermann 1896 € uma cianobactéria filamentosa (Fig.11)
conhecida pela sua capacidade de realizar fotossintese e fixacdo de azoto,
desempenhando um papel ecologico vital em diversos ecossistemas aquaticos e
terrestres. Este organismo procarionte é composto por longas cadeias de células,
chamadas tricomas, que incluem heterocistos especializados na fixacdo de azoto,

permitindo a sobrevivéncia em ambientes pobres em nutrientes.

Figura 11) Anabaena cylindrica

Muitos fatores abidticos podem influenciar o crescimento e os metabolismos de
Anabaena cylindrica, fatores como temperatura, pH, luminosidade, nutrientes,
interagdes entre diferentes espécies podem provocar alteragdes a nivel do crescimento,
da fotossintese, da pigmentac¢ao, do metabolismo do azoto, da morfologia e da produgao

de polissacaridos extracelulares (Gao et al., 2007; Moreno et al., 1998; Ohmori, 1989).

Fatores bidticos, ou seja, a presengca de outros microrganismos no ecossistema,
também influenciam a taxa de crescimento de Anabaena cylindrica, através de

competicdo pelos mesmos recursos num espago limitado. Quantos mais
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microrganismos estiverem presentes, menos recursos estardo disponiveis para serem

utilizados e o efeito sobre a taxa de crescimento sera maior (Meng et al., 2021).

Mesmo em casos de competi¢cdo, os fatores abidticos sdo um fator decisivo, para
determinar qual a espécie cuja taxa de crescimento fica mais inibida ou acrescida, por
exemplo se o pH for ideal para o desenvolvimento de Anabaena cylindrica, estes estarao
mais aptos a competir pelos mesmos recursos e o seu crescimento sera maior que 0s

restantes microrganismos no seu ambiente (Ohmori, 1989).

Em cultivo, a taxa de crescimento de Anabaena cylindrica € principal indicador onde se
podem observar estas alteracgdes, pelo que variagdes na curva de crescimento normal
(Fig.12) pode também indicar alteracbes nos processos metabdlicos (Meng et al., 2021;
Moreno et al., 1998).

A producédo de exopolissacaridos sdo exemplos destes metabolitos, pois em situacdes
de stress, como a exposicao a niveis elevados de radiacao, estes compostos fornecem
protecdo ao microrganismo, portanto quando as condi¢gdes de crescimento sao
desfavoraveis, o aumento da producdo de exopolissacaridos funciona como um

indicador.
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Figura 12) Taxa de crescimento de Anabaena cylindrica. obtida utilizando 21 balbées de 250
mL cada um inoculado com 40 mL (20% do volume total de 200 mL) de Anabaena cylindrica
e 160 mL de meio BG-11, em crescimento sob luz fluorescente branca fria e a temperatura
de 19+1°C, durante 21 dias, onde a cada 3 dias se removeram 3 balbes para amostragem. A
recolha de biomassa foi feita através de filtracdo a vacuo (Vacuubrand, ME2C NT), utilizando
filtros de fibra de vidro (VWR, 47 mm de diametro; 1,2 um de malhagem). Deixou-se secar a
temperatura ambiente, para eliminar o excesso de agua (18h) e mediu-se o peso humido
numa balanga analitica (Sartorius, TE 1245), de seguida cada amostra foi deixada a secar
durante 24 horas na estufa a 60°C (Binder, FD 115) para obter o peso seco.

Os compostos produzidos por Anabaena cylindrica séo varios e abrangem varias areas
de interesse para o ser humano (Tab.ll). A produgéo de citoficina e de Balticidinas A-D,
€ de grande interesse para o campo da saude, pois combatem a presenga de fungos no
muco das vias respiratorias, os quais podendo causar infe¢des e inflamacgbes nestas
vias (Shishido et al. 2015; Bui et al. 2014)

O glutamato € um componente chave para o metabolismo celular, através de acido
glutdmico, e para o sistema nervoso, como neurotransmissor. Apesar de ser produzido
naturalmente pelo ser humano, a sua funcao de ativagdo neural, tem utilidade para o
controlo da neurotoxicidade cerebral, que causa doengas como Alzheimer. Também tem
a importante fungdo de remogéao de azoto residual no corpo humano através da enzima

glutamato desidrogenase (Thomas et al. 1977).

O P-caroteno é um dos pigmentos acessoérios produzido por esta espécie e o seu
consumo € vital para o bem-estar do ser humano, pois € uma pega essencial para a
sintese da vitamina A. Esta por sua vez ajuda na prevenc¢ao do cancro dos pulmdes, por
exemplo (Nandagopal et al. 2021)
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O conteudo vitaminico desta espécie é de interesse elevado, pois os suplementos de
vitaminas ja sdo muito explorados na industria farmacéutica, com destaque para a
vitamina C, que é essencial para o sistema imunitario do ser humano e para os
processos antioxidantes no mesmo. A sua caréncia pode provocar doengas como
escorbuto, em casos mais extremos. As vitaminas B2, B5 e B6, também produzidas por
Anabaena cylindrica, sao fundamentais para a sintese de hemacias. Tal como a vitamina
C, estas ndo sao produzidas pelo ser humano e como tal, ttm que ser ingeridas
regularmente provenientes de fontes animais ou vegetais. Uma deficiéncia destas
vitaminas pode causar dermatites, o que leva a hipersensibilidade ao sol, podendo
resultar em problemas mais graves como o desenvolvimento de cancro da pele
(Aaronson et al. 1977).

A C-ficocianina ¢ a ficobilina principais desta espécie e muito cobicada tanto na area de
processamento de bens alimentares, devido a sua cor azul intensa, como na area da
saude, pois consegue prevenir o crescimento celular, sendo util para o combate ao
cancro (Basha et al. 2008). Também protege o figado (Vediraja et al. 1998) contra o
efeito de hepatotoxinas e apresenta capacidade antioxidante, tendo uma maior agao

contra radicais de peroxil (Romay et al. 1998).

Tabela Il) Compostos produzidos por Anabaena cylindrica e respetivas bioatividades

Composto Bioatividade Referéncias
Citoficina Atividade antifungica Shishido et al. 2015
Balticidinas A-D Atividade antifungica Bui et al. 2014

Regular o metabolismo
Glutamato ) Thomas et al. 1977
celular; Neurotransmissor

B-caroteno Provitamina A Nandagopal et al. 2021

Essenciais para sintese de
Vitaminas B2, B5, B6
glébulos vermelhos

Antioxidante, Aaronson et al. 1977
Vitamina C Fortalecimento do sistema
imunitario
Antioxidante, Sintra et al. 2021; Romay
C-Ficocianina Anticancerigena, Protegéo et al. 1998; Basha et al.

contra a hepatotoxicidade 2008; Vediraja et al. 1998
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5. Conclusao

No final deste trabalho pode-se concluir que as cianobactérias sdo um grupo complexo
com varios compostos de interesse ja explorados ou por explorar, adicionando ao
interesse o facto de muitas espécies serem responsaveis pelo aparecimento de HABs,
tendo vindo a ser mais frequentes com o aquecimento global e cujas consequéncias sdo
desastrosas para muitos ecossistemas. O género Anabaena sp. destaca-se por serem
dos poucos seres vivos com estratégias para se adaptar aos mais variados fatores
abidticos e bidticos, com destaque para os heterocistos, células especializadas em fixar
azoto atmosférico, tornando-se espécies competitivas em qualquer habitat, podendo até
colonizar ambientes terrestres, gracas aos seus pigmentos acessoérios, como a
ficocianina, e a producdo de exopolissacaridos, por permitir uma maior resisténcia a
radiagao solar. A presenca destes compostos tal como a sua concentragdo dentro dos
microrganismos depende das suas condi¢gdes de crescimento, por exemplo uma maior
exposicao a radiagdo solar induz uma maior produgdo de exopolissacaridos e de
ficobiliproteinas, no cultivo de Anabaena cylindrica, pode-se ajustar as suas condi¢oes
de crescimento consoante o metabolito de interesse. Todos estes compostos ja sao
utilizados em areas como a cosmeética, estando presentes em protetores solares, na
alimentagdo como agentes colorantes e até como suplementos para o fortalecimento do

sistema imunitario desenvolvidos pela industria farmacéutica.
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