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Resumo

As cianobactérias, tal como Nostoc spp., sdo um grupo de bactérias muito promissoras
em diversas areas, tal como a producéo de biodiesel, a biorremediacéo, a produgéo de
biofertilizantes e como fonte de metabolitos, sendo por isso importante perceber as
condicbes de otimizacdo da producdo de biomassa. Este trabalho teve, assim, como
objetivos a producéo de biomassa a partir de in6culo de Nostoc sp. 136, avaliando a sua
concentracao inicial mais favoravel, identificar o melhor de entre diferentes meios,
estudar diversificadas concentracdes de nutrientes e ainda conhecer o impacto de
distintos comprimentos de onda sobre o cultivo. Através de cultivo em batch foram
realizados quatro ensaios em diversas condicbes, mantendo sempre a irradiancia,
temperatura e arejamento similares, e foram analisadas as taxas de crescimento
especifico e relativo, a produtividade, a humidade e o peso seco. De entre as diferentes
concentracdes (1,002, 3,702 e 5,174 g.L ), a concentracdo mais baixa foi a que obteve
os melhores resultados a nivel do crescimento, porém também registou o valor mais
baixo a nivel do peso seco, mostrando diferentes fases do estado de crescimento.
Quando comparados 0os meios utilizados (BG11 modificado, FloraNova e Nutribloom)
observou-se que o meio mais eficiente seria 0 meio BG11l modificado, porém o
Nutribloom mostrou-se bastante eficaz, sem mostrar diferencas estatisticamente
significativas, podendo ser um futuro substituto, dependendo do objetivo de cultivo. De
entre as concentragfes de nutrientes estudadas (suplementacdo do meio BG11
modificado com 1,5x e 2x de azoto, ferro e magnésio), o ensaio controlo suplementado
com 1,5x de azoto mostrou-se o mais eficaz. A suplementacdo 2x obteve sempre menor
crescimento, mostrando que o excesso de nutrientes é prejudicial para o organismo. Ao
serem utilizados os diferentes comprimento de onda (Branco [450 e 550-620nm], Azul
[460-470], Vermelho [610-640], Branco/Azul [440-470], Branco/Vermelho [610-640]) foi
observado que o Branco obteve os melhores resultados juntamente com a combinacao
Branco/Vermelho, tendo o Vermelho obtido valores de crescimento negativos
mostrando-se a menos favoravel. Seria interessante futuramente investigar de que
forma estas condic¢des de cultivo influenciam os metabolitos presentes na cianobactéria

Nostoc sp. 136.

Palavras-chave: Cianobactéria, Nostoc sp., Cultivo em batch, Concentracao inicial,
BG11M, FloraNova, Nutribloom, Suplementacéo, Azoto, Ferro, Magnésio, Comprimento

de onda



Abstract

Cyanobacteria, such as Nostoc spp., are a very promising group of bacteria in several
areas, such as biodiesel production, bioremediation, biofertilizer production and as a
source of metabolites, so it is important to understand the conditions for optimizing
biomass production. The objectives of this work were therefore to produce biomass from
Nostoc sp. 136 inoculums, assessing its most favorable initial concentration, identifying
the best of different media, studying different nutrient concentrations, and also learning
about the impact of different wavelengths on cultivation. Four trials were carried out using
batch cultivation under different conditions, always maintaining similar irradiance,
temperature and aeration, and the specific and relative growth rates, productivity,
humidity, and dry weight were analyzed. Of the different concentrations (1,002, 3,702
and 5,174 g.L), the lowest concentration was the one that obtained the best results in
terms of growth, but also recorded the lowest value in terms of dry weight, showing
different stages of growth. When comparing the media used (modified BG11, FloraNova
and Nutribloom), it was observed that the most efficient medium was the modified BG11
medium, but Nutribloom proved to be very effective, without showing statistically
significant differences, and could be a future substitute, depending on the cultivation
objective. Of the nutrient concentrations studied (supplementation of the modified BG11
medium with 1,5x and 2x nitrogen, iron, and magnesium), the control test supplemented
with 1,5x nitrogen proved to be the most effective. The 2x supplementation always
resulted in lower growth, showing that excess nutrients are harmful to the organism.
When the different wavelengths were used (White [450 and 550-620nm], Blue [460-470],
Red [610-640], White/Blue [440-470], White/Red [610-640]), it was observed that White
obtained the best results along with the White/Red combination, while Red obtained
negative growth values, proving to be the least favorable. It would be interesting in the
future to investigate how these cultivation conditions influence the metabolites present

in the cyanobacterium Nostoc sp. 136.

Keywords: Cyanobacteria, Nostoc sp., Batch Culture, Initial concentration, BG11M,

FloraNova, Nutribloom, Supplementation, Nitrogen, Iron, Magnesium, Wavelength
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1. Introducgao

Alga é um termo sem posi¢éo taxonémica formal que € usualmente utilizado para
indicar uma associacao polifilética de organismos fotossintéticos simples, do ponto de
vista morfoldgico e reprodutivo, ou seja, trata-se de uma classificacdo que inclui
organismos que ndo compartilham uma origem comum, porém seguem linhas evolutivas
multiplas e independentes, de forma ndo coesa e artificial de organismos fotossintéticos.
As algas ocorrem em diferentes formas, desde células isoladas e microscopicas,
passando por aglomerados multicelulares, até as de forma mais complexa em talos e
laminas macroscopicos. As primeiras tomam a designacao empirica de microalgas, as

Ultimas de macroalgas (Barsanti & Gualtieri, 2023).

As algas podem ser aqudticas ou subaéreas, sendo que as aquaticas sao
encontradas em diversos habitats, desde nascentes de agua doce até ao oceano, tendo
tolerancia variavel a pH, temperatura, turbidez, concentracao de oxigénio (O) e didxido
de carbono (CO,) (Fal et al., 2023). As espécies aquaticas podem ser plancténicas
(sendo organismos de vida livre, mas flutuando nas regides euféticas da coluna de agua)
ou bentdnicas (aderentes ao fundo ou que vivem nos sedimentos, estando mais
limitadas a zonas de baixa profundidade devido a propagacdo da luz) (Barsanti &
Gualtieri, 2023). No século XIX, a cor era a primeira forma de classificar as algas, como

verdes, castanhas, vermelhas, douradas e azuis (Ferreira de Oliveira & Bragotto, 2022).

1.1. Microalgas

Como explicado anteriormente, as algas podem ser separadas entre macro e
microalgas. As microalgas tém, ainda, a capacidade de se organizar em col6nias e gerar
filamentos. Sdo um grupo heterogéneo, de tamanho pequeno quando comparado com
as macroalgas, com organismos de tamanhos que variam entre 1um e 1mm, como a
Chlorella sp., que possui a capacidade de viver em agua doce ou no solo, que exibe
células esféricas de um diametro variavel entre 2um e 10um (Ferreira de Oliveira &
Bragotto, 2022).

Historicamente, a classificacdo em microalgas acontece com base nas suas
propriedades fenotipicas, seja com base na morfologia, na anatomia ou na sua estrutura
celular, sendo o método mais utilizado, definido com base na morfologia e nos diferentes

modos de diviséo celular (Metting, 1996).

O conhecimento sobre a filogenia das algas tem evoluido bastante gracas a
evidéncias moleculares que permitem uma melhor classificacdo a partir da

sequenciacdo de genes do acido ribonucleico (ARN) ribossomico, da analise de
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aparelhos mitéticos e das estruturas mitocondriais, entre outros. Através de
classificacbes fenotipicas e pela diferenciacdo genética tem vindo a aumentar o

consenso na classificagcao taxonomica e filogenética (Metting, 1996).

O reconhecimento das microalgas é bastante relevante nos estudos de Biologia e
Oceanografia, uma vez que a analise das espécies encontradas em determinados
lugares, em certas alturas, ajuda a entender a forma como a energia é transferida da
base da cadeia alimentar para os niveis troficos superiores. Esta observagéo ajuda a
compreender as alteracfes nos ecossistemas e nas populagdes, designadamente nos
stock de peixes e do proprio ciclo de carbono num determinado ambiente (Correa et al.,
2017).

As microalgas sdo um grupo amplo composto por organismos fotoautotréficos
eucariotas e também por cianobactérias procariéticas (Correa et al., 2017; Reimann et
al., 2020). Estao presentes em todos 0s ecossistemas aquaticos de todo o mundo e
também em varios tipos de aguas residuais. Através da fotossintese, as microalgas
fotoautotroficas convertem a luz e o CO; para a produgdo de compostos organicos,
como hidratos de carbono, proteinas, lipidos, vitaminas e pigmentos, que
posteriormente podem ser utilizados em varios bioprodutos para industrias tanto
quimicas como farmacéuticas (Jiao et al., 2024; Shiong Khoo et al., 2023; Zhang et al.,
2023).

As microalgas sdo formas de vida aquaticas microscépicas importantes, visto que
tém o papel de produtores primarios numa cadeia alimentar aquatica e sdo responsaveis
pela producéo de oxigénio em ecossistemas aquaticos (Chhandama et al., 2023; Jiao
et al., 2024). Como indice biolégico, as microalgas séo utilizadas como um indicador da
gualidade da agua, dada a sua sensibilidade as alteracbes ambientais. Por
consequéncia, a identificagdo das microalgas é uma questéo pertinente na gestao dos

recursos hidricos (Promdaen et al., 2014; Zhang et al., 2023).

O metabolismo celular das microalgas é altamente complexo e dinamico, que pode
sofrer alteracdes drasticas rapidamente. Esta caracteristica é particularmente relevante
em organismos que evoluiram em condigbes ambientais variaveis. O facto de o seu
metabolismo sofrer mudancgas metabdlicas dindmicas, torna estes organismos a base
dos fendémenos ecoldgicos relevantes, como os florescimentos algais (ou blooms) ou a
reducédo da quantidade de nutrientes, assim como em contextos de bio-processamento
industrial, quando sdo induzidas diferentes vias metabdlicas através do cultivo das

microalgas sob diferentes condi¢des (Patwari et al., 2023).
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1.2. Cianobactérias

As Cianobactérias, também designadas anteriormente por “algas azuis-verdes”, séo
procariotas fotossintéticos com cerca de 3500 milhdes de anos de existéncia no planeta
Terra (Allaf & Peerhossaini, 2022; Schopf, 1953).

Compreendem, na sua composicao, diversas estruturas celulares como ribossomas,
granulos de armazenamento (ex: carboxissomas hexagonais, granulos de cianoficina,
granulos de polifosfato) e tilacdides, extensées membranares onde estdo alojados os
ficobilissomas. Estes microrganismos séo procariotas fotossintéticos gram-negativos
com diversas morfologias, desde unicelulares a coloniais, passando por filamentosos
uni ou plurisseriados, ramificados ou néo, exibindo formas de vida plancténicas ou
bentdnicas. O tamanho das suas células varia entre menos de 1 um de didmetro e
100um. Nas cianobactérias filamentosas, apés a divisdo celular, as células permanecem
unidas umas as outras e formam uma cadeia denominada “tricoma”, que pode ser
envolvida por uma bainha mucosa, em alguns casos, denominado filamento (Allaf &
Peerhossaini, 2022).

S&do organismos resistentes e podem ser encontrados em ambientes quentes ou
frios, alcalinos ou &cidos, de 4gua doce ou marinha e, ainda, em ambiente terrestre (Allaf
& Peerhossaini, 2022).

O numero de taxa de cianobactérias €, ainda, objeto de debate e estima-se que
atinja as 8000 espécies. De acordo com caracteres morfologicos e andlises moleculares,
até a data, foram identificadas e categorizadas mais de 5000 espécies, que se incluem

em multiplas ordens (Allaf & Peerhossaini, 2022; Guiry & Guiry, 2023).

As cianobactérias foram os primeiros procariotas foto-autotréficos a desenvolver a
fotossintese oxigénica. Por serem fotossintéticos, estes organismos geram grandes
guantidades de biomassa rapidamente, a partir da energia do sol e do CO,, usando,
ainda, nutrientes dissolvidos na agua (Mostafa et al., 2012). Para tal, utilizam a clorofila
a conjuntamente com pigmentos acessorios (ficobilinas), transferindo a energia captada

para o Fotossistema Il.

Os ficobilissomas sdo proteinas complexas hidrossolUveis presentes nas
cianobactérias. Na sua composicdo estdo presentes centenas de cromoforos,
responsaveis pela absorcao de luz nas regides espectrais onde a absorcao pela clorofila
é fraca e pela transferéncia de energia de excitacdo para os centros de reacao
fotossintéticos (Protasova et al., 2021; Rhie & Beales, 1994). A sua fungdo passa,

também, pela indugdo do aumento da dissipagéo térmica do excesso de energia de
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excitacdo absorvida, levando a diminuigdo consequente da energia que chega aos
centros de reacao (Wilson et al., 2022). As ficobilinas, sendo proteinas, sdo solGveis em

agua. Assim, devido a sua solubilidade, sao extraidos usando a 4gua como solvente.

Uma das ficobilinas mais importantes produzida por cianobactérias € a ficocianina,
um pigmento de cor azul, que absorve fotdes de comprimento de onda méaximo entre
610 e 620nm e emite nos comprimentos de onda entre 440 e 485nm. E habitualmente
0 mais abundante. Este pigmento tem uma alta capacidade antimicrobiana contra outras
bactérias gram-positivas e gram-negativas e, ainda, juntamente com a fibra de zeina,
mostrou-se com uma elevada capacidade antioxidante e anticancerigena (Athiyappan
et al., 2024; Golmakani et al., 2023; Yin et al., 2024).

Outra ficobilina presente nas cianobactérias é a ficoeritrina, um pigmento de cor
rosa-avermelhado, com uma absorbéancia no comprimento de onda de 565 nm e uma
emissdo maxima nos 430 nm, com propriedades de fluorescéncia a luz. A ficoeritrina
tem muito interesse devido a ser possivel criar compostos multifuncionais, como por
exemplo, a criacdo de nanocompdsitos contra células do cancro da mama e dos ovarios,

juntamente com quitosano-prata (Bekasova, 2024; Sudhakar et al., 2023).

Uma terceira ficobilina é a aloficocianina, um pigmento azul-turquesa que emite uma
fluorescéncia a 660nm e uma absor¢do méxima entre 650 e 655nm. Surge
habitualmente em menores concentragdes do que os dois anteriores. Este pigmento tem
a peculiaridade de conseguir proliferar sob a influéncia de temperaturas elevadas ou
perante grandes amplitudes de pH. A aloficocianina apresenta atividade antioxidante,
anti tumoral, efeitos anti-inflamatérios e neuro protetores (Athiyappan et al., 2024,
Cherdkiatikul & Suwanwong, 2014; Ge et al., 2006, Karpulevich et al., 2016).

As cianobactérias da ordem Nostocales tém a capacidade de produzir heterocistos
guando a concentracdo de azoto organico presente no meio ndo € suficiente para
cumprir as necessidades metabdlicas (Allaf & Peerhossaini, 2022; Flores et al., 2019).
Os heterocistos sdo células esféricas, ovais ou cilindricas, especializadas na fixacdo de
azoto molecular em azoto organico e encontram-se presentes no inicio, meio ou fim do
filamento, intercalado com outras células vegetativas fotossintéticas. A capacidade de
converter azoto molecular em aménia depende da presenca da enzima nitrogenase,
anaerobia, que catalisa a reacdo, fornecendo o azoto as células vegetativas. Os
heterocistos sdo desprovidos de pigmentos fotossintéticos, uma vez que ndo podem
realizar a fotossintese, exibem uma parede celular espessa e um ou dois nddulos
polares, através dos quais comunicam com a(s) célula(s) adjacente(s) (Figura 1)
(Borowitzka, 2018; Komarek, 2013; Komarek & Johansen, 2015).
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Existe uma relacdo de simbiose entre os heterocistos e as células vegetativas, visto
que os heterocistos fornecem as células vegetativas azoto para o crescimento celular e
as células vegetativas realizam a fixagdo fotossintética de CO, e proporcionam aos
heterocistos intermediarios carbono organico (sacarose) (Hou et al., 2024; Volgusheva
et al., 2019). Desta forma, a capacidade de fixar azoto através de células especializadas
confere uma vantagem competitiva sobre outras espécies que nao possuam a

capacidade de gerar heterocistos (Mendes et al., 2022).

Figura 1- Observacao microscopica de Nostoc spp. com heterocistos (400x). (Foto de T. Mouga).

Os acinetos (células de resisténcia) surgem nas mesmas espécies capazes de
produzir heterocistos. S&o células de forma oval a elipsoidal de maior tamanho, de
paredes espessas, com abundantes substéncias de reserva e metabolismo quase nulo,
aparecendo quando cianobactérias sdo expostas a ambientes adversos (Figura 2).
Estas células tém a capacidade de sobreviver durante muito tempo em condi¢cbes hostis,
como frio, a falta de nutrientes e dessecacdo, germinando apés varias décadas de
repouso quando as condicdbes do meio o permitem (Allaf & Peerhossaini, 2022;
Borowitzka, 2018; Juijuljerm et al., 2021; Komarek, 2013; Komarek & Johansen, 2015;
Park et al., 2018). Os acinetos apresentam duas importancias elevadas: uma € que a
presenca de acinetos demonstra alteracdes ambientais e pode evidenciar o proximo
florescimento, e o outro é que, dado estas espécies serem produtoras de heterocistos,
podem ser utilizados na agricultura como biofertilizante, associados aos heterocistos
fornecendo azoto ao ambiente onde se encontram (Hori et al., 2003).
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Figura 2-Observacao microscépica de Nostoc spp. com acinetos (Foto de T. Mouga).

Uma das formas mais comuns de reproducdo de cianobactérias é a reproducdo
vegetativa através da fissdo binaria. Neste tipo de reprodugé&o uma célula mae, forma
duas células filhas vegetativas idénticas, duas células foram quatro células, e assim
sucessivamente (Blackburn & Parker, 2005; Zuccolotto-Arellano & Cuervo-Gonzalez,
2020). Outra forma de um organismo filamentoso se poder reproduzir é através da
fragmentagdo, em que os filamentos quebram as suas ligagbes de modo a gerar
filamentos mais pequenos que tém a capacidade de gerar novas organismos. Estes
fragmentos designam-se hormogoénios. Estes formam-se habitualmente em momentos
de stress (Barsanti & Gualtieri, 2023).

Sendo uma espécie filamentosa, a reproducédo do género Nostoc, pode ocorrer de
diversas formas como: (1) a fragmentacdo de filamentos (hormogonio), gerando o
aparecimento de novas colbnias; (2) a germinacdo ap0s a dispersao de acinetos; e (3)
a separacdo de grandes colonias, dando origem a colénias pequenas aderentes, que
geram coldnias distintas (Allaf & Peerhossaini, 2022; Blackburn & Parker, 2005;
Borowitzka, 2018).

1.3. Cultivo de Cianobactérias

As cianobactérias cada vez mais tém sido estudadas em processos de
biorremediacdo de 4gua residual para diversos fins (Mostafa et al., 2012). S&o, ainda,
organismos de alto interesse dada a sua capacidade de fixar azoto, importante na
reutilizacdo das aguas, sendo altamente adaptaveis a diferente condigdes, assim como
a diferentes solos onde possam estar inseridas (Sadvakasova et al., 2022).

Devido a haver uma grande variedade de estirpes e as suas propriedades (Huang
et al., 2022), tem havido um esforco elevado para selecionar, testar a capacidade e
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aptiddo das cianobactérias para serem cultivadas a nivel industrial (Becker, 1994). Este
esforco é evidente sobretudo nas espécies do género Arthrospira spp., sendo a

microalga mais cultivada a nivel industrial.

Porém, para a maioria das estirpes, existe, ainda, falta de informacdo sobre a

otimizacao do cultivo, de modo a aumentar a viabilidade econémica (Huang et al., 2022).

O cultivo de microalgas, incluindo das cianobactérias, pode ser efetuado de
diferentes formas, podendo ser adotados diferentes métodos consoante o objetivo. Este
pode ser efetuado em sistema aberto com luz solar direta, sendo o mais comum em
raceway, ou em sistema fechado, sendo o mais comum o fotobiorreator, vertical ou

horizontal, com luz solar direta ou com luz solar artificial (Figura 3) (Pathak et al., 2018).
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Figura 3- Modelo representativo dos diferentes tipos de sistemas de cultivo em escala industrial
de microalgas. (A) — Raceway em sistema aberto com luz solar direta, (B) — Sistema fechado

com luz solar direta e (C) — Sistema fechado com luz solar artificial) (Pathak et al., 2018).

1.3.1. Cultivo descontinuo ou em Batch

O método de producao pioneiro na aquacultura para microalgas e mais comum € o
cultivo descontinuo ou em batch (Preising & Andersen, 2005). Este procedimento inclui
a adicdo de nutrientes apenas no inicio do cultivo e uma Unica colheita de biomassa no
final do cultivo. O cultivo em batch apresenta diversas vantagens como o baixo custo, a
facilidade com que as colénias sdo manipuladas e os volumes de meios necessarios
sao baixos (Wood et al., 2005).

Neste método de cultivo, o crescimento das microalgas, incluindo as cianobactérias,
decorre em diferentes fases (Alterthum, 2020) (Figura 4): Primeiramente, existe uma

fase inicial (fase lag) de adaptacdo em que o crescimento € minimo, porém esta fase
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pode ter diferentes tempos dependendo da forma como a cultura-mée foi aclimatizada
e ainda depende do in6culo (maior densidade ou maior volume inicial de in6culo leva a
uma fase lag menor) (Macintyre & Cullen, 2005; Preising & Andersen, 2005).
Seguidamente, acontece a fase exponencial, que se baseia num crescimento elevado
devido a concentracdo dos nutrientes ser maior do que a necessaria e a luz ser
abundante, pelo que a microalga se divide muito rapidamente. Esta fase ocorre até ao
esgotamento de um nutriente importante ou a limitacao da luz solar. Inicia-se, entdo, a
fase estacionaria que ocorre quando a velocidade de crescimento dos organismos
diminui e atinge uma fase em que o nimero de novas células no cultivo é igual ao
namero de células que morrem. Esta diminuicdo de crescimento deve-se a acumulacao
de metabolitos toxicos, ao esgotamento de nutrientes ou oxigénio. Por ultimo, da-se
inicio a fase de declinio em que o numero de células novas é progressivamente inferior

ao numero de células mortas (Alterthum, 2020; Preising & Andersen, 2005).
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Figura 4- Curva de crescimento de uma cultura de microalgas, quando cultivadas em batch [(1)
— fase lag, (2) — fase de aceleracéo, (3) — fase exponencial, (4) — fase de desaceleracéo, (5) —
fase estacionaria e (6) — fase de declinio).

Num cultivo descontinuo ocorre uma série de colheitas peridédicas de uma porcgéo
necesséria para obter crescimento continuo na cultura, em momentos cruciais do
crescimento da coldnia, como a fase estacionaria em que o crescimento da col6nia é

mais lento e quando ja atingiu a densidade desejada (Preising & Andersen, 2005).

1.3.2. Sistema aberto com luz solar direta

O cultivo em sistema aberto com luz solar diretamente, feito habitualmente em
raceways (Figura 5), permite o cultivo de microalgas, incluindo as cianobactérias, de
forma bastante econémica (Figura 5A). Este tipo de cultivo esta limitado a uma

guantidade pequena de espécies de microalgas (Borowitzka, 2005).
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Figura 5- Exemplo de raceway utilizado para o cultivo de Nostoc calcicola [A) — Inoculagéo inicial,
B) — Apés 5 dias de crescimento, C) — Amostra ampliada a 600x] (Celis-Pla et al., 2021).

Neste tipo de sistema séo concebidos diferentes tipos de tanques em que variam
em tamanho, forma, materiais utilizados na constru¢cdo e nos dispositivos de mistura,

tendo em conta a espécie de microalga a ser cultivada (Barsanti & Gualtieri, 2023).

Para a producdo, por exemplo, de Dunaliella salina sdo utilizados, na Australia,
tanques extensos, pouco profundos, sem revestimento e sem dispositivos de mistura
sendo inadequado para a maioria das espécies. Por outro lado, em tanques mais
profundos, pouco extensos e com dispositivos de arejamento, séo cultivadas microalgas
como a Nannochloropsis sp., sendo este tipo de tanque utilizado geralmente em
producdes de pequena escala em aquaculturas. Ja no Japdo e em Taiwan, na producéo

de Chlorella sp., sdo utilizados tanques circulares (Borowitzka, 2005).

Porém, este é o método que possui maior risco de contaminagfes. Estas somente
conseguem ser evitadas com o cultivo de organismos que requerem condi¢des Unicas
de crescimento, 0 que acaba por limitar as aplicagfes deste sistema. Outro problema
apresentado por Pathak et al. (2018) é o facto de este sistema estar sob influéncia de
grandes flutuacdes das condigbes ambientais (luz, temperatura, evaporagédo e chuva),
gue levam a que a produtividade do sistema sofra grandes flutuacdes, e mesmo, que a
sobrevivéncia do cultivo seja posta em causa. A grande vantagem deste sistema é o
facto de conseguir produzir grandes quantidades de biomassa a baixo custo
(Borowitzka, 2005; Pathak et al., 2018).

1.3.3. Fotobiorreator

Fotobiorreator (PBR) é um sistema fechado que ndo permite as trocas gasosas entre

a cultura e a atmosfera, evitando assim as contaminagdes. Como é fechado, este
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promove um cultivo mais seguro, quando comparado com o sistema aberto, possui uma
maior capacidade de controlar os parametros de cultivo (pH, concentracdo de O; e CO
e atemperatura), consegue evitar a evaporacao, reduzindo também a utilizacdo da agua
e, ainda, permite que o cultivo atinja uma maior produtividade (Barsanti & Gualtieri,
2023). E 0 método mais utilizado pelos paises produtores de microalgas na Europa
(Aradjo et al., 2021). Estes sistemas sdo mais dispendiosos a nivel de construcao e de
funcionamento do que os sistemas abertos, visto que necessitam de arrefecimento,
controlo rigoroso da acumulacéo de oxigénio e da bioincrustracdo (Barsanti & Gualtieri,
2023).

1.3.3.1. Fotobiorreator em airlift

Um dos tipos de PBR tubulares verticais mais conhecidos é o fotobiorreator airlift
(ALPBR), visto que consegue proporcionar uma mistura eficaz, devido ao tubo de
succdo, a elevada captacdo de luz e pela elevada transferéncia volumétrica de gas
(Alhaboubi, 2021; Pham et al., 2017). Os ALPBR com uma agitagdo pneumatica, tém
sido abundantemente utilizados na industria quimica, petroquimica e de bioprocessos
(fermentacgé&o e tratamento de aguas residuais). Mostram-se bastante eficazes no cultivo
de microalgas e cianobactérias (Luo & Al-Dahhan, 2008). Um ALPBR é caracterizado
por um tanque dividido em duas zonas que se encontram interligadas, em que a dire¢éo
do fluxo é constante. Na zona ascendente (ou raiser) é injetada a mistura de gases que
se liberta na parte superior e em que o0 seu movimento € induzido pela diferenca entre
a gravidade e a dispersdo gas-liquido, fazendo com que a zona descendente (ou
downcomer) fique desgaseificada (Figura 6). Para melhorar o funcionamento, o tubo
pode conter um volume maior de forma que a formacao de espuma seja diminuida e
evite assim a recirculagdo do gas através da zona descendente. Dado o seu
funcionamento simples, torna-se vantajoso o seu uso, visto que fornece um elevado
coeficiente de transferéncia e oferece um elevado suplemento de CO,, enquanto efetua
a remocao do O, dissolvido, na suspensdao das cianobactérias. Outra grande vantagem
é o facto de haver baixo risco de rutura celular, pelo facto de a cultura ndo se encontrar
em contacto com qualquer elemento mecéanico (Duan & Shi, 2014; Kilonzo et al., 2010;
Massatrt et al., 2014; Pham et al., 2017).
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Figura 6- Representacdo esquematica do reator airlift (Duan & Shi, 2014).

O ALPBR mostra vantagens como a facilidade de construcdo sem partes moveis, 0
baixo consumo de energia, proporcionando elevada transferéncia de calor e massa, e
oferecendo uma boa suspensdo de solidos e uma maior produtividade, quando
comparados os resultados com tanques com agitacdo. Finalmente, fornecem uma maior
capacidade da utilizacdo da energia luminosa para a fotossintese (Alhaboubi, 2021,
Duan & Shi, 2014; Luo & Al-Dahhan, 2008; Pham et al., 2017).

1.3.3.2. Fotobiorreator com biofilme movel

O fotobiorreator com biofilme mével (moving bed photobioreactor, MBPBR) € um tipo
de reator radial duradouro, podendo ser utilizado em processos aerébios, anaerdbios ou
anoxicos. Este tipo de PBR é utilizado essencialmente em tratamentos de &aguas
residuais. Porém, dependendo do objetivo da cultura, também podem ser utilizados para
a producao de cianobactérias. No crescimento desta cultura sao utilizadas biobolas, na
maioria dos casos, feitas de polietileno de alta densidade (Walther et al., 2022).
Contrariamente a maioria dos PBR com biofilme, os MBPBR utilizam todo o volume do
tanque para o crescimento da biomassa, tendo, assim, uma perda de carga baixa. Neste
tipo de reator a biomassa cresce nas biobolas, movimentando-se, assim, livremente pelo

volume de agua (Rusten et al., 2006).

7

Quando este é utilizado em processos aerdbios, o0 movimento é causado pela
agitacao criada pela difuséo do ar (Figura 7). Dentro de cada MBPBR, existe um sistema
de disposicao de crivos, dispostos vertical ou horizontalmente. A sua forma mais comum
é cilindrica, para reter as biobolas, e ainda um sistema de arejamento especial através

de bolhas grandes (Rusten et al., 2006).
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(a) Aerobic reactor (b) Anoxic and anaerobic reactor

Figura 7- Representagdo esquematica de como funciona um fotobiorreator com biofilme mével

(a) — Reator aerébio; (b) — Reator anaerobio] (Rusten et al., 2006).

1.4. Nostoc spp.

Nesta dissertacdo foi utilizada a cianobactéria Nostoc sp. que pertence a Divisdo
Cyanobacteria, Classe Cyanophyceae e Ordem Nostocales (Tabela 1). Neste género

estao incluidas 108 espécies (Guiry & Guiry, 2023).

Tabela 1- Representagdo taxondmica de Nostoc sp. (Adaptado de Guiry & Guiry (2023)).

Dominio Prokaryota
Reino Eubacteria
Sub-reino Negibacteria

Filo Cyanobacteria
Classe Cyanophyceae
Subclasse Nostocophycidae
Ordem Nostocales
Familia Nostocaceae
Género Nostoc

Nostoc corresponde a um género de cianobactérias filamentosas fixadoras de azoto,
que formam col6nias de filamentos macro ou microscopicas, podendo ser encontradas
livres ou em associacdes simbidticas em ambientes terrestres ou aquéticos (Allaf &
Peerhossaini, 2022; Borowitzka, 2018).

As colbnias deste género de cianobactéria formam tapetes gelatinosos, com uma
bainha mucilaginosa que protege a mesma. Esta apresenta filamentos irregulares
emaranhados. Na fase inicial, esta apresenta-se em maior quantidade na superficie da
colbnia, acabando depois por se distribuir uniformemente pela mucilagem colonial,

podendo obter uma elevada densidade. Esta cianobactéria tem um crescimento lento
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(Figura 8) e o seu ciclo de vida pode ser variado, diversificando-se de espécie para
espécie (Borowitzka, 2018; Koméarek, 2013; Komarek & Johansen, 2015).
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Figura 8- Curva de crescimento da Nostoc sp. 136 utilizada (Mouga et al., 2023).

Os tricomas apresentam-se rodeados por bainhas mucilaginosas firmes e largas. As
células vegetativas e as terminais sao esféricas ou ovais. Os tricomas sdo simples e
encontram-se emaranhados, formando grandes colénias de filamentos e mucilagem
(Borowitzka, 2018; Komarek, 2013; Komarek & Johansen, 2015).

Durante a sua vida, os individuos da Ordem Nostocales passam por diversas fases
(Figura 9). Em condi¢cdes ambientais favoraveis, os individuos diferenciam tricomas
longos, formados por células vegetativas. Uma caracteristica distinta desta Ordem é a
sua capacidade de fixar azoto inorganico, como referido. Isto é, em casos de privagéo
de azoto no meio, estas cianobactérias tém a capacidade de fixar azoto atmosférico,
através da diferenciacdo de heterocistos. Estas cianobactérias sdo habitualmente
encontradas em filamentos compostos por células especializadas na realizagdo de
fotossintese e nas atividades metabdlicas essenciais. Realizando fissdo binaria ou
fragmentaco, dividem-se a partir do filamento inicial. A medida que estas se dividem,
0os individuos tém a capacidade de formar colénias tridimensionais, em que
maioritariamente das vezes, sdo encapsuladas por uma matriz gelatinosa de protecéo.
A formacdo de hormogonios confere mobilidade e dispersdo ao organismo, porém
dependente da espécie. Esta movimentacdo dentro da matriz gelatinosa, permite a
disperséo para novos ambientes. O frio e privacdo de fosforo também induzem a sintese
abundante de bainha mucilaginosa e heterocistos, em intervalos regulares. Se as
condicbes do meio ambiente se tornarem desfavoraveis, os individuos da Ordem

Nostocales, tém a capacidade de formar células de resisténcia (acinetos). Estes, mesmo
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apos longos periodos sob condi¢cdes adversas, tém a capacidade de gerar uma nova
colonia (Alvarez et al., 2023; Blackburn & Parker, 2005; Borowitzka, 2018; Hou et al.,
2024; Komarek, 2013; Komarek & Johansen, 2015).
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Figura 9- Imagem ilustrativa do ciclo de vida da Ordem Nostocales, em funcdo das condi¢bes

ambientais (Alvarez et al., 2023).

Dada a sua grande capacidade adaptativa, o género Nostoc € capaz de desenvolver
grandes col6nias com uma alta variedade de formas, tamanhos, texturas, cores (verde-
escuro, preto, verde-amarelado, castanho-avermelhado, entre outras) e mesmo odor.
Os tricomas destas colénias estdo envolvidos numa espessa camada de
exopolissacaridos, que contém também proteinas de protecdo. Esta camada proteica,
juntamente com pigmentos extracelulares, desempenha um papel importante na

protecdo celular contra a alta irradiadncia e contra a radiagdo UV (Borowitzka, 2018).

O Nostoc pode ser encontrado em lagoas, lagos, riachos e rios, em solos himidos
(edéfica) ou sobre a rocha (epilitica), sendo principalmente bentbnicas. Pode, ainda, ser

epifita de macroalgas (Komarek, 2013; Komarek & Johansen, 2015).

1.4.1. Cultivo de Nostoc spp.

Dadas as suas aplicagfes, seja na reabilitacéo dos solos, na bioenergia, no biodiesel
(Kujawska et al., 2021; Fal et al., 2023; Mostafa et al., 2012), como em papel de
biofertilizantes ou até mesmo na alimentacado, o stock natural tem servido como fonte
destas cianobactérias (Li & Gao, 2004). No entanto, 0 aumento da sua procura gerou
um declinio significativo das populacdes naturais, portanto, a fim de satisfazer a
demanda no mercado, cada vez mais estdo a ser realizadas tentativas de producédo
deste género em cultura (Mostafa et al., 2012). Para a producéo de culturas do género
Nostoc, ndo existe um método mais adequado, visto que diferentes estirpes deste
género tém necessidades diferentes em termos de substrato, agitacao e o tipo de cultivo

ird depender do objetivo final.
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Celis-Pla et al. (2021) afirma que, sendo um taxon filamentoso, o género Nostoc é
especialmente sensivel a agitacdo, pelo que o seu cultivo industrial se torna mais
desafiante. Para este, os métodos mais eficazes seriam os raceways e os ALPBR,
sendo o primeiro mais limitado durante a producdo devido a propagacao da luz na
coluna de 4gua. Foi realizado um estudo por Celis-Pla et al. (2021) com Nostoc
calcicola, em que foi comprovado que a utilizacdo de raceways teria uma elevada
produtividade em termos de quantidade de biomassa e, ainda, na producdo de
metabolitos alvo, visto que esta cianobactéria tem uma grande capacidade de foto
aclimatizacdo. O estudo feito por Walther et al. (2022), comprovou, ainda, que o0
crescimento em MBPBR oferece muitas vantagens (por exemplo, resisténcia a fatores
externos). Porém, este método ndo € adequado para a recolha de biomassa, podendo
ser utilizado, por exemplo, para ajudar em processos de nitrificacdo (Rusten et al.,
2006).

Em contrapartida, Ortiz-Moreno et al. (2020) afirma que o cultivo de espécies
pertencentes ao género Nostoc, como a N. muscorum, em sistemas abertos com luz
solar direta (raceways) ou PBRs n&o sdo 0s mais acertados visto que geram uma baixa
taxa de crescimento. Esta espécie, quando sujeita a muita agitagdo, ndo consegue
formar uma bainha mucilaginosa adequada, facilitando a infegéo por bactérias e fungos
oportunistas, que geram biofilmes. O Nostoc desloca-se para zonas do tanque sem meio
de cultura, morrendo por falta de nutrientes. Para esta espécie, Ortiz-Moreno et al.
(2020) afirma que, para uma elevada producdo de biomassa e taxa de crescimento,
otimizando as trocas de calor e a absorcdo de nutrientes, seria necessario um cultivo

com substrato sélido.

1.4.2. Aplicacdes de Nostoc spp.

O biodiesel € um combustivel alternativo aos combustiveis fosseis, ndo é toxico para
0 meio ambiente e é biodegradavel, e é obtido através de fontes renovaveis (6leos
alimentares como de palma, soja, girassol, entre outros). Contudo, o biodiesel
proveniente de culturas oleaginosas mostrou ndo ser sustentavel em termos de
producado (Chisti, 2008). Uma alternativa a estes 6leos sao os lipidos produzidos por
microalgas, visto que, através da energia solar, do CO- e dos nutrientes presentes no
meio, conseguem gerar rapidamente biomassa. Esta biomassa compreende
metabolitos primarios importantes (aclcares, proteinas e lipidos). Os 6leos produzidos
podem ser utilizados na producéo de biodiesel. Nostoc sp. foi identificada como uma
cianobactéria capaz de substituir as fontes de biodiesel ndo sustentaveis, dado a sua
constituicdo e producdo ser muito superior as fontes utilizadas (Allaf & Peerhossaini,
2022; Mostafa et al., 2012).
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As cianobactérias foram, também, analisadas como uma solu¢éo de biorremediacéo
para diversos contaminantes, como metais pesados, pesticidas, fendis, xenobibticos,
entre outros. A Nostoc sp. mostrou-se uma possivel solucao devido a conseguir utilizar
o glifosato como fonte de fosforo e, consequentemente, ajudando na remocéo deste de

solos contaminados (El-Bestawy et al., 2007; Pathak et al., 2018).

Os biofertilizantes baseiam-se em estirpes Unicas ou mdultiplas (micrébios, algas,
bactérias ou fungos) que geram um melhor crescimento das plantas por colonizarem a
rizosfera e o interior da planta e haver a capacidade de fornecer uma maior quantidade
de nutrientes (Allouzi et al.,, 2022). Dado o aumento da producdo agricola, houve
também uma necessidade de desenvolver recursos ricos em azoto de forma alternativa
e sustentavel. As cianobactérias mostraram-se como um constituinte importante de
biofertilizantes naturalmente disponiveis, visto que estas tém capacidades de
associacdes simbitticas com diversos organismos e, também, devido a serem capazes
de solubilizar e mobilizar os fosfatos organicos insoluveis, melhorando assim a
disponibilidade de fésforo para a cultura. Apés diversos estudos, diversas espécies do
género Nostoc mostraram-se capazes de apresentar uma elevada atividade redutora de
acetileno e a sua alta capacidade de fixar azoto. No Chile, algumas espécies como
Nostoc commune, N. ellipsosporum e N. linckia ja sdo utilizadas para ser atingida uma
maior produtividade nos campos de arroz (Pathak et al., 2018; Pereira et al., 2009;

Prasanna et al., 2013).

As cianobactérias cada vez mais sao identificadas como uma fonte néo
convencional de proteinas, lipidos saudaveis, minerais, antioxidantes e vitaminas. Dado
0 seu numero elevado de componentes saudaveis, varios paises como o Peru, México,
Filipinas e Chile, ja utilizam diversas cianobactérias, especialmente o género Nostoc,
como suplemento alimentar. Por exemplo, a espécie Nostoc punctiforme foi analisada
como uma fonte viavel de vitamina B, pentoteno e acido nicotinico (Abed et al., 2009;
Pathak et al., 2018).

As culturas de Nostoc sp. séo iniciadas com filamentos livres em cultura liquida,
onde, em condi¢des 6timas, acabam por formar microcolénias que depois evoluem para
grandes coldnias. Porém, até a data, a sua producao industrial ndo €&, ainda, viavel, visto
gue os custos de producdo sdo demasiado elevados, quando comparados com as

baixas taxas de crescimento alcancadas (Borowitzka, 2018).

1.5. Taxa de crescimento e produtividade

A producdo de biomassa algal, utilizando culturas em regimes intensivos de

elevados rendimentos e elevada qualidade, esta diretamente relacionada com a taxa de
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crescimento especifica (SGR), que avalia a concentragdo do cultivo ao longo do tempo.
O controlo e o melhor conhecimento da SGR ajudam na reprodutibilidade dos processos
de cultivo e é fundamental durante a otimizacdo das biossinteses existentes para a
producdo da biomassa. Como a SGR nao é medida diretamente, € sempre necessario
ter em atencdo a dindmica do cultivo (Urniezius et al.,, 2023). Segundo um estudo
realizado por Yu et al. (2009) com a Nostoc flagelliforme foi obtida uma taxa de
crescimento especifica do cultivo de 0,12 dia®. A férmula de célculo da SGR encontra-

se na secc¢ao relativa ao material e métodos.

A taxa de crescimento relativo (RGR) é igualmente um indicador da aptiddo das
espécies mediante 0os ecossistemas em que estéo inseridas. Esta taxa apresenta uma
elevada variabilidade de valores visto que se encontra intimamente relacionada com a
fisiologia e a morfologia (Lin et al., 2022). A RGR € vista como uma expressao de
“energia de crescimento”. Esta taxa é uma medida de eficiéncia que evidencia a
capacidade gue a célula tem para produzir novo material organico (Pommerening et al.,
2023). Para Li & Gao (2004), o valor obtido na Nostoc sphaeroides foi entre 17,5 e
35%.dia?, durante o cultivo por 10 dias a 25°C. A férmula de célculo da RGR encontra-

se na seccdao relativa ao material e métodos.

A produtividade das culturas de cianobactérias diz respeito a eficiéncia da realizagao
de processos bioldgicos, resultando na producdo de biomassa ou de metabolitos
importantes, num determinado periodo. Dependendo dos objetivos especificos da
cultura, a sua produtividade pode ser medida de diversas formas (quantidade de
biomassa ou metabolitos, taxa de crescimento, eficiéncia fotossintética, entre outros).
Como os nutrientes, a luz e o0 CO, séo alguns recursos limitantes, a disponibilidade
destes durante o crescimento da cultura, pode ser interpretada como um fator
determinante no crescimento e na produtividade da cultura (Franco-Morgado et al.,
2023; Gao et al., 2022; Khanra et al., 2022; Subashchandrabose et al., 2013; Zaviel et
al., 2021). A formula de célculo da produtividade encontra-se na seccédo relativa ao

material e métodos.

1.6. Parametros de cultivo

O cultivo de cianobactérias € influenciado pelos fatores abiéticos (luz [qualidade e/ou
quantidade], a temperatura, os nutrientes, a agua, o O,, 0 CO», 0 pH, a salinidade e a
quantidade de quimicos téxicos) e bidticos (presenca de microrganismos patogénicos,
como bactérias, fungos e virus, outras microalgas e a posterior competi¢cdo) e por outros
fatores operativos, como o arejamento, diluicdes, frequéncia de colheita, entre outros

(Pathak et al., 2018). No entanto, os parametros considerados mais importante que
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regulam o crescimento de microalgas e que vao ser alvo de uma breve descricdo sao a
temperatura, o pH, o arejamento, a luminosidade, a quantidade de nutrientes e 0s

contaminantes bioldgicos (Barsanti & Gualtieri, 2023).

1.6.1. Temperatura

A temperatura € um dos principais fatores responsaveis pela produtividade, estando,
assim, relacionada com a taxa de crescimento especifica, uma vez que afeta os seus
processos metabodlicos e a sua composi¢cdo bioquimica (Huesemann et al., 2016;
Montagnes & Franklin, 2001). Este parametro tem influéncia também na distribuicdo das

comunidades de microalgas (Kholssi et al., 2023, 2024).

Habitualmente, as culturas de microalgas sdo mantidas a temperaturas entre os 16
e 0s 27°C, tendo sempre em atencdo a composi¢cao do meio da cultura, a espécie, a
estirpe cultivada e, em especial, o local de onde esta foi recolhida. Na sua maioria, as
microalgas sdo mantidas num intervalo médio entre os 18 e os 20°C. Quando s&o
utilizadas incubadoras ou salas com controlo de temperatura, € mantida uma
temperatura constante, podendo oscilar + 2°C. Para a maioria das estirpes,
temperaturas inferiores a 16°C geram uma taxa de crescimento mais baixa, enquanto
temperaturas acima de 35°C séo letais para um elevado numero de espécies (Barsanti
& Gualtieri, 2023).

A alteracéo significativa da temperatura pode levar a desregulacéo da fotossintese,
visto que afeta a viabilidade do Fotossistema Il e a fluidez da membrana dos tilacoides,
0 que altera, por sua vez, a produgdo de biomassa (Kholssi et al., 2023, 2024). As
flutuacBes de temperatura afetam as reac6es metabdlicas e as atividades enzimaticas
nas microalgas. As mudancas bruscas de temperatura podem causar stress nos

[

importantes, como as ficobiliproteinas ou os exopolissacaridos (Paliwal et al., 2017).

1.6.2. pH

A manutencdo de um nivel de pH correto € crucial para o crescimento e a
produtividade das microalgas. As alteracdes temporarias do pH afetam a distribuicdo do
carbono orgénico, interferindo com a disponibilidade de nutrientes. Dadas as diferentes
necessidades de cada espécie, a gama de pH pode varia entre 7 e 9,5 (Nguyen et al.,
2022), sendo que, segundo Barsanti & Gualtieri (2023) a gama 6tima para a maioria das
espécies é de 8,2 a 8,7. Existem, porém, excecdes de espécies que vivem em
ambientes mais acidos/basicos, como por exemplo a cianobactéria Arthrospira platensis
em que o pH alcalino favorece a produgéo da biomassa e mantém a homeostase celular
(Muthu et al., 2020).
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A incapacidade de manter um pH aceitavel durante o crescimento da cultura pode
levar ao seu colapso devido a perturbacéo de diversos processos celulares (Barsanti &
Gualtieri, 2023).

1.6.3. Arejamento

A continua agitacdo na cultura favorece o crescimento celular e uma maior
densidade, visto que faz com que a cultura esteja periodicamente exposta a luz e aos
nutrientes presentes no meio, ajudando também na prevencdo da sedimentacdo e
facilitando as trocas gasosas entre o meio de cultura e o ar (Barsanti & Gualtieri, 2023;
Itoh et al., 2022).

1.6.4. Luminosidade

As reacdes fotossintéticas nos organismos fotoautotréficos dependem da luz como
fonte primaria de energia (Zarei et al., 2023). Assim, é necessario ter em conta diversos
parametros como: a irradiancia, a qualidade espetral e o fotoperiodo. Estes parametros

devem ser tidos em conta mediante 0s requisitos da cultura (Barsanti & Gualtieri, 2023).

A irradidncia (energia irradiada em uma area especifica) influencia a biomassa e a
composi¢cdo das microalgas. Em especial na acumulagdo de lipidos, incluindo
carotenoides e alteracéo no perfil de acidos gordos e de polissacaridos extracelulares.
Baixos niveis de irradiancia aumentam a sintese proteica (Delattre et al., 2016). Porém,
niveis excessivamente elevados de irradiancia induzem a foto-inibicdo em que o
aumento da intensidade da luz se torna prejudicial e pode levar a morte da cultura
(Behrens, 2005).

A irradiancia da luz mais utilizada para as cianobactérias varia entre os 100 e os 200
HE s-! m-2, sendo que esta pode ser natural ou fornecida por lampadas fluorescentes no
espetro de luz azul ou vermelho (espetro mais ativo no espetro de luz da fotossintese),

mais recentemente substituidas por lampadas LED (Barsanti & Gualtieri, 2023).

Para além da irradiancia, o fotoperiodo tem influéncia no crescimento. Dependendo
da espécie em questdo, é necessario ter em atencdo a necessidade de cada uma, ou
seja, se estas se desenvolvem sob iluminacdo constante ou nao e qual o seu fotoperiodo
com ciclos claro/escuro (LD) mais favoravel (maximo 16:8 LD, sendo os mais utilizados
14:10 ou 12:12 LD) (Barsanti & Gualtieri, 2023).

O espetro visivel de luz imite fotbes com diferentes comprimentos de onda, devido
a dispersdo da luz. Os comprimentos de onda ndo absorvidos pela matéria sé&o
refletidos, e, portanto, traduzem-se em cores distintas. Assim, a clorofila € verde porque

absorve luz sobretudo nos comprimentos de onda azul e vermelho, refletindo o verde.
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A utilizacdo de luz de diferentes comprimentos de onda permite promover a
producao de metabolitos especificos. A luz azul demonstrou promover a acumulacdo de
fosfolipidos e de acido docosahexaendico (DHA) em Isochrysis galbana (Lima et al.,
2021), um teor mais elevado de luteina em Chlamydomonas sp. (Leong & Chang, 2023)
e também um maior aumento de producdo de astaxantina em Haematococcus pluvialis
(Katsuda et al., 2008). A luz vermelha demonstrou aumentar a producdo de C-
ficocianina em Synechococcus sp. e a sua taxa de crescimento especifica (Abdur
Razzak et al., 2023), um aumento da propagacdo da microalga Chlorella vulgaris
(Chhandama et al., 2023), e a diviséo celular foi também aumentada sob o efeito da luz
vermelha em diversas algas (Esakkimuthu et al.,, 2024). Assim, a utilizacdo de
comprimentos de onda distintos parece ser eficiente na producdo de metabolitos
diversos e no aumento da produtividade de microalgas, porém os estudos sao ainda

bastante limitados.

1.6.5. Nutrientes

Os nutrientes tém uma influéncia direta na composicao celular das microalgas e na
produtividade dos cultivos. A manipulacdo dos nutrientes no meio consegue redirecionar
as funcdes celulares para a sintese de certos metabolitos (Barsanti & Gualtieri, 2023;
Prochazkova et al., 2014).

Os nutrientes podem ser classificados como: como macronutrientes, que sao
necessarias em concentracdes elevadas e sdo fundamentais para a sintese das
biomoléculas (Barsanti & Gualtieri, 2023; Prochazkova et al., 2014); e como
micronutrientes, que por sua vez sdo necessarios em concentragdes muito mais baixas.
Por vezes, os micronutrientes ndo necessitam ser adicionados ao meio por estarem
presentes na agua ou nas impurezas de produtos quimicos (Barsanti & Gualtieri, 2023;
Prochazkova et al., 2014). Dependendo da estirpe deve ser selecionado o meio mais
adequado. Para as cianobactérias, o meio utilizado é o BG11 modificado, em que o0s
macronutrientes séo o fosfato e o nitrato e os micronutrientes séo, por exemplo, o
cobalto e o cobre. A classificagcdo de micro ou macronutrientes é efetuada mediante a
necessidade das microalgas, sendo que o que pode ser um micronutriente para uma
espécie, pode ser um macronutriente para outra (Prochazkova et al., 2014). Quando, no
meio de cultura, os nutrientes se encontram em quantidades superiores ou inferiores
das necessarias, 0 seu metabolismo, a fotossintese, o crescimento e a composicéo

bioquimica sdo afetados (Alavianghavanini et al., 2024).

O azoto é um macronutriente crucial, com grande impacto no crescimento e na

composicdo bioquimica das microalgas. E um componente essencial das proteinas,
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incluindo, portanto, as enzimas e as ficobilinas, bem como do material genético e de
compostos organicos azotados, necessarios a manutencdo do crescimento das
microalgas (Lu et al., 2019; Yaakob et al., 2021; Zhao et al., 2023).

O ferro € um nutriente igualmente importante, que influencia a fixacao de azoto, dada
que a nitrogenase contém ferro como cofator, e também na organizacdo cromossémica
(Barsanti & Gualtieri, 2023a; Sadvakasova et al., 2022).

O magnésio € um nutriente de elevada importancia, dado que este € central na
constituicdo da molécula de clorofila. Este afeta, também, a atividade fotossintética visto
que é responséavel pela ativagdo de inUmeras enzimas como a adenosina trifosfato
(ATP)-ases e a ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), necesséria na

fixacdo de carbono (Jaghdani et al., 2021).

1.6.6. Agentes contaminantes

Durante o processo de cultura, podem ser encontrados diversos organismos
contaminantes como outras microalgas (Abdur Razzak et al., 2023), fungos (Abdur
Razzak et al., 2023; Hosseini et al., 2024), virus (Lawrence, 2005) e bactérias (Abdur
Razzak et al., 2023; Hosseini et al., 2024), que irdo colocar a cultura em risco,
nomeadamente através competicdo por nutrientes. A utilizagdo de procedimentos
asséticos sdo importantes e devem ser efetuado com rigor, para evitar a contaminagéo

durante o manuseamento das culturas de organismos vivos (Kawachi & Noel, 2005).
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2. Objetivos

O objetivo principal deste estudo foi efetuar o cultivo de Nostoc sp. 136, bem como
aumentar o rendimento do cultivo a nivel laboratorial através da producdo com
diferentes pardmetros de cultivo para a manuten¢éo das culturas. Esta rotina ajudou a

construir um banco de dados, incluindo os melhores parametros de cultivo.
Os objetivos especificos do trabalho foram os seguintes:

(1) Producéo de biomassa a partir de inéculo;

(2) Avaliagdo da concentracao inicial 6tima de cultivo;

(3) Avaliacao de diferentes meios de cultivo;

(4) Manipulagéo da concentracéo de nutrientes no melhor meio de cultivo;

(5) Cultivo sob diferentes de comprimentos de onda.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Testes de crescimento

A cianobactéria Nostoc sp.136 foi obtida através da empresa Alga.O, Coimbra,
Portugal. O scale-up foi desenvolvido a partir de um inéculo de 20mL. Os cultivos foram
desenvolvidos na sala de cultivo de microalgas, sob temperatura controlada a 20 + 2°C,
e as culturas sujeitas a um fotoperiodo de 16:8 (claro/escuro), com luz LED branca fria
eirradiancia de 8,3 umol m2 st medida com um Medidor de iluminancia (Konica Minolta,
T-10).

Previamente a utilizacdo, todo o material de vidro/metal foi antecipadamente lavado
com acido cloridrico (HCI) a 10%, de forma a eliminar quaisquer contaminantes, durante
30 minutos. Posteriormente foi enxaguado com agua destilada tipo 3 duas vezes, e por
fim uma vez com agua destilada tipo 2, para eliminar quaisquer vestigios da solucdo de
limpeza. Apés a limpeza, todo o material de vidro/metal foi autoclavado a 120°C durante
15 minutos (Uniclave 88, AJC).

O meio de cultura utilizado para o crescimento das culturas foi o meio BG11
modificado (BG11M). Este € um meio enriquecido em nutrientes, mas sem vitaminas
(Rippka et al., 1979), muito comum nos cultivos de cianobactérias. Todos os ensaios de
controlo foram mantidos com o meio BG11M, a uma concentragdo de 1000mL/L, com

as caracteristicas apresentadas no Anexo 1.
A preparacdo do BG11M seguiu as indicagfes de Rippka et al. (1979).

A cultura de Nostoc sp. 136 foi mantida em bal6es volumétricos de 250mL, em modo
batch com arejamento constante, filtrado com um filtro Midisart 2000 (Sartorius, Stedim
Biotech GmbH, Goettingen, German) de 0,2 um (Figura 10).

Figura 10- Inicio do ensaio com Nostoc sp. 136 usando diferentes meios de cultivo.
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Todos os ensaios foram efetuados em triplicado, durante 15 dias, em que era
realizado um intervalo de 15 dias entre cada ensaio, sempre em bal6es volumétricos de

250mL, sendo cada in6culo preparado em meio assético, usando um bico de Bunsen.

3.1.1. Monitorizacéo dos cultivos

Para cada ensaio, foi pesada a biomassa, no tempo 0 e no tempo 15, de forma a
poder ser efetuada a avaliacdo do crescimento e o célculo da taxa de crescimento,
apresentadas seguidamente. No tempo O ocorreu a separacdo de um volume de 4
mililitros em falcons, com a posterior centrifugacdo a 3000rpm (Eppendorf, Centrifuga
5810 R) durante 3 minutos (Figura 11). Apo6s a centrifugacdo foi descartado o
sobrenadante e o pellet foi pesado numa balanca analitica (Sartorius, TE124S) para que
fosse possivel uma inoculacdo de biomassa. A toda a biomassa foram adicionados
200mL de meio. Na avaliagdo do tempo 15 foi realizado um processo semelhante ao
tempo 0, em que a diferenca se baseou na pesagem, dado que neste tempo o objetivo

era quantificar a biomassa obtida apds os 15 dias de ensaio.

Figura 11- Fotografia representativa dos falcons utilizados na separacdo de amostras na

centrifugadora.

Com os resultados das pesagens inicial e final, foi calculada a Taxa de Crescimento
Especifico (SGR) e a Taxa de Crescimento Relativo (RGR) de acordo com as férmulas
le?2.

Para cada cultura foi calculada a Taxa de Crescimento Especifica (SGR, dia?) de
acordo com (Yu et al., 2009):
Inc, —Inc 1
SGR=—2—2 @
t, — 1y
em que ¢; é a concentracdo da amostra em t; e ¢, € a concentragdo da amostra no

tempo t,.
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A Taxa de Crescimento Relativa (RGR, %.dia?), para cada cultura, foi calculada de
acordo com a férmula (Patarra et al., 2017):

1 -1
nx, nxl>< (2)

em que x; € x, representam o0 peso inicial e final hiumido em gramas,

respetivamente, e o t significa tempo em dias.

A produtividade (g.L"1.dia') é calculada, para cada cultura, através da férmula (El
Shafay et al., 2021):

Produtividade = (Cf—;cl) 3)

em que ¢y e ¢; representam a concentragao final e inicial, respetivamente, e o t significa o

tempo em dias.

Para ser efetuado o célculo do peso seco, 35mL de cada amostra foi centrifugada,
por 3 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante e o pellet foram separados, descartando o
sobrenadante. O pellet foi colocado numa folha de aluminio, previamente identificada e
pesada, para ser seco numa estufa (IF110, Memmert) durante 24 horas a temperatura
de 60°C, quando atinge um peso estavel. A amostra foi arrefecida no exsicador e
pesada.

A humidade é calculada em percentagem a partir da equacao (4), de acordo com 0s
métodos AOAC (Latimer, 2016) em que dw e ww representam 0 peso Seco e peso

hamido, respetivamente:

Humidade = de‘V:VW % 100 (4)

O peso seco é calculado de acordo com a equacéo (5), em percentagem:

(5)

dw
Peso seco = — x 100
ww

3.1.2. Producdo de biomassa através da manipulacdo da

concentracao inicial
Todas as condi¢cdes foram mantidas constantes, conforme descritas em cima. O
objetivo do ensaio inicial foi avaliar qual seria a concentragao inicial do in6culo mais
vantajosa para o0s ensaios, pelo que foram testadas diferentes concentracdes de
cianobactéria inicial. Para este ensaio foram utilizados 3 triplicados, cultivados em
baldes volumétricos de 250mL, sendo a variavel independente a concentracdo de

indculo inicial (Tabela 2).

40



Tabela 2- Concentrages iniciais (g.Lt) do cultivo de Nostoc 136 em BG11M.

Meio Concentracéao inéculo
BG11M 1,002
BG11M 3,702
BG11M 5174

3.1.3. Producéo de biomassa com diferentes meios de cultivo

No segundo ensaio foram testados os meios comerciais Nutribloom e FloraNova,
devido a sua constituicdo e ao sucesso que demonstraram com diferentes estirpes de
microalgas, macroalgas e/ou plantas (Urbicult, 2024; Phytobloom, 2024). Para estes,
embora a sua composi¢do quimica fosse diversa (Anexo 1, 2 e 3), a quantidade de
nitratos foi ajustada para a proporcdo Otima de 16N:4P:1K (azoto:fosforo:potassio)
(Zhao et al., 2023). Assim, para fazer os 200mL, no Nutribloom foram utilizados 250uL
do concentracdo com 199,75mL de &gua destilada tipo 2, e para a utilizacdo do
FloraNova foram utilizados 50uL do concentrado juntamente com 199,95mL de agua
destilada tipo 2. O controlo, como referido, foi 0 meio BG1l1M. As diferentes
concentracdes utilizadas estdo sumariadas na Tabela 3.

Tabela 3- Concentragéo utilizada dos diferentes meios utilizados no ensaio.

Meio Concentracdo do meio
BG11M 1000mL/L

FloraNova 250pL/L

Nutribloom 1,25mL/L

3.1.4. Producdo de biomassa através da manipulacdo da

concentracdo de nutrientes (azoto, ferro e magnésio)
No ensaio anterior averiguou-se que 0 meio que promove um crescimento mais
acentuado de Nostoc sp. 136 é o BG11M. Assim, em todos 0s ensaios subsequentes

foi utilizado este meio.

O meio BG11M foi manipulado, sendo-lhe adicionado um macronutriente (azoto) ou
um de dois micronutrientes (ferro ou magnésio). O azoto, devido a sua influéncia na
sintese de biomoléculas como as proteinas e, portanto, as ficobilinas; o ferro, visto que
intervém na fixacdo de azoto, dado que faz parte da composi¢cdo quimica da enzima
nitrogenase; e ainda o magnésio, por fazer parte da composi¢cao quimica da clorofila e

da enzima Rubisco, intervindo também na producédo de ATP.
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Este ensaio teve, assim, como objetivo analisar a influéncia dos nutrientes azoto,
ferro e magnésio na taxa de crescimento. Foram, portanto, alteradas as quantidades

destes nutrientes no meio, conforme consta da Tabela 4.

Tabela 4- ConcentragGes (g.L ) utilizadas dos nutrientes estudados.

Controlo 1,5x 2X
Azoto 1,5000 2,2500 3,0000
Ferro 0,0030 0,0045 0,0060
Magnésio 0,0750 0,1125 0,2625

Figura 12- Inicio do ensaio do cultivo de Nostoc sp. 136 submetido a diferentes concentra¢des
dos nutrientes.

3.1.5. Avaliagdo da producdo de Nostoc sp. em funcdo do

comprimento de onda da luz
Relativamente as luzes utilizadas, foram escolhidas as luzes azul e vermelha. A luz
azul mostrou-se, em estudos anteriores, em outras estirpes de cianobactérias, bastante
favoravel na sintese de DHA, astaxantina e na ficocianina (Katsuda et al., 2008; Lima et
al., 2021). A luz vermelha mostrou-se benéfica na producéo de ficoeritrina € numa maior
taxa de crescimento, juntamente com a aceleracdo do mesmo (Abdur Razzak et al.,
2023; Esakkimuthu et al., 2024).

Neste ensaio foram testadas 5 combinac¢des de cores nas culturas, com o objetivo
de entender qual/quais o(s) comprimentos de onda iriam induzir uma maior producao de

biomassa, e, consequentemente, maior taxa de crescimento.

O controlo deste ensaio foi 0 meio BG11M com a luz branca fria (LED T8 Glass 24W,
Luxtek) e irradiancia de 8 umol m? s. Entre os ensaios foi mantida a irradiancia,
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alterando apenas a combinacao de comprimentos de onda. Para o efeito foram usadas
luzes LED RGB, programaveis (Figura 13), organizadas em 3 fiadas horizontais,

distando 2 cm entre si, a altura do baldo de cultivo (Wishkerman & Wishkerman, 2017).

Desta maneira, foram realizados ensaios com as combinacbes de cores

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5- Caracteristicas dos comprimentos de onda utilizadas (Carreres-Prieto et al., 2020;
Davidson, 2023) .

Comprimento de onda (nm) Irradiancia (umol m2s?)

Luz brancafria Pico a 450 e 550-620 8
Azul LED Pico a 460 (440 — 470) 8
Vermelha LED Pico a 625 (610 — 640) 8
Azul e Branca LED 440-470 8
Vermelha e Branca LED  610-640 8

Figura 13- Inicio do ensaio com os diferentes combina¢des de luzes utilizadas no ensaio de

crescimento de Nostoc sp. 136 (a- Azul, b- Vermelho, c- Azul/Branco, d- Vermelho/Branco).

3.2. Analise estatistica

Os dados apresentados sédo expressos em valores de média + desvio-padrao, tendo
sido realizados triplicados. A analise estatistica foi efetuada mediante um nivel de
significancia de 5% (p<0,05). De forma a testar a normalidade e a homogeneidade foram
utilizados, respetivamente, os testes de Kolmogorov-Smirnov e o Shapiro-Wilk. Nos
casos em que os dados atenderam aos pressupostos, foi utilizado o teste ANOVA one-

43



way e o teste Tukey HSD. Caso néo sejam cumpridos os pressupostos, foi utilizado o
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. Estas andlises foram efetuadas através do
software estatistico IBM SPSS, versdo 27.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, EUA).
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4. Resultados

4.1. Manipulacdo da concentragéo inicial

Os valores de humidade obtidos foram bastante semelhantes entre as
concentracdes utilizadas (1,0, 3,7 e 5,17 gL ), porém o maior valor obtido corresponde
a maior concentracdo, 5,174 g.L*, com um valor de 98,715 %. Foi obtida uma
proporcionalidade inversa entre a proporgéo peso humido/peso seco e a humidade, e,
desta forma, o maior valor de proporcao foi obtido no ensaio com a menor humidade,

sendo este com a concentracdo de 3,702 g.L* e tendo um valor de 2,793 % (Tabela 6).

Tabela 6- Valores correspondentes ao peso fresco, apos serem congeladas as amostras, e 0
respetivo peso seco e a sua proporcao (%) e a humidade (%) mediante diferentes concentracdes

de biomassa inicial (g.L"') de Nostoc sp. 136.

Concentracéao Peso fresco Peso seco dw/ww (%) Humidade (%)
inicial (g.L™) (g.L?, ww) (mg.L?, dw)

1,002 + 0,030 2,323 48,500 2,088 97,912

3,702 + 0,058 5,120 143,000 2,793 97,207

5,174 + 0,060 7,119 91,500 1,285 98,715

A produtividade verificada ao final dos 15 dias, obteve um valor mais alto para a
concentracdo de 3,70 g.L?, 2,195 + 0,847 g.L'.dia® (Tabela 7), ndo se observando

diferengas estatisticamente significativas.

Tabela 7- Valores correspondentes as diferentes concentracdes iniciais e finais (g.L 1) e a
produtividade (g.L* dia'l) correspondente de Nostoc sp. 136. Dados apresentados em média +
desvio-padréo, (n=3); Diferentes letras indicam diferencgas estatisticamente significativas.

Concentracgdo inicial (g.L') Produtividade (g.L?.dia?)

1,002 + 0,030 1,880 + 0,5842
3,702 + 0,058 2,195+ 0,8472
5,174 + 0,060 2,014 £ 0,2922

Ao determinar as taxas de crescimento ao fim de 15 dias, apos serem efetuadas as
manipulacdes da concentracdo inicial da biomassa, foi possivel observar que o

crescimento diminui consoante o aumento da biomassa.

Tanto para a SGR como a RGR, foram obtidas, para a concentracdo de biomassa
de 1,002 g.L?, valores de 0,222 + 0,018 dia™® e 22,194 + 1,772 %.dia, respetivamente

(Figura 14, Tabela 8). Quando comparados os restantes valores, ndo foram encontradas
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diferencas estatisticamente significativas na SGR entre a concentragéo mais baixa e as
restantes, ja na RGR foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre

todas as concentracoes, registando um p-value < 0,05.

0,300
0,250 a
0,200 b

0,150

——
[

SGR (dia)

0,100
0,050

0,000
1,002 3,702 5,174

Concentracdo Inicial (g.L})

Figura 14- Taxa de crescimento especifica (dial) mediante diferentes concentracbes de
biomassa inicial (g.L 1) de Nostoc sp. 136. Dados apresentados em média + desvio-padréo, (n=3);

diferentes letras indicam diferengas estatisticamente significativas.

Tabela 8- Taxa de crescimento relativo (%.dia') mediante diferentes concentra¢des de biomassa
inicial (g.L'Y) de Nostoc sp. 136. Dados apresentados em média + desvio-padrdo, (n=3);

diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas.

Concentracdo inicial (g.L™?) RGR (%.dia™l)
1,002 22,194 + 11,7722
3,702 14,869 + 2,367
5174 12,767 = 0,900¢

4.2. Avaliacdo mediante diferentes meios

Relativamente a humidade, foi observado que o meio que apresentou maior valor foi
0 meio FloraNova, com um valor de 99,531 %, enquanto a maior propor¢cao entre o peso
seco/peso fresco, isto é, a proporcdo de matéria seca, foi obtida para o meio BG11M

com um valor de 2,793 % (Tabela 9).
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Tabela 9- Valores correspondentes ao peso fresco, apds serem congeladas as amostras, e 0
respetivo peso seco e a sua proporcdo (%) e a humidade (%) mediante diferentes meios de

cultivo para a Nostoc sp. 136.

Meio Peso fresco Peso seco dw/ww (%) Humidade
(g.L2, ww) (mg.L?, dw) (%)
FloraNova 10,127 47,500 0,469 99,531
BG11M 5,120 143,000 2,793 97,207
Nutribloom 21,330 219,000 1,027 98,973

ApoOs o ensaio, foram calculadas as concentracdes iniciais e finais. Foi calculada a
produtividade para cada meio utilizado. Aquele que apresentou um maior valor foi o
BG11M com 2,195 + 0,847 g.L'.dia’. Foram obtidas diferencas estatisticamente
significativas quando comparada a produtividade obtida com a utilizacdo do meio

FloraNova e os restantes (Tabela 10).

Tabela 10- Valores correspondentes as concentracdes iniciais e finais (g.L!) e a respetiva
produtividade (g.L* dial) mediante diferentes meios de cultivo para a Nostoc sp. 136. Dados
apresentados em média * desvio-padrdo, (n=3); Diferentes letras indicam diferencas

estatisticamente significativas.

Meio Produtividade (g.L* dia™)
FloraNova 0,058 + 0,1012
BG11M 2,195 + 0,847°
Nutribloom 0,879 + 0,147"

No final do ensaio, as taxas de crescimento foram calculadas mostrando que, de
entre 0s meios analisados, 0 que proporcionou um crescimento maior foi o BG11M
(Figura 15).

47



Figura 15- Bal6es volumétricos utilizados no ensaio de crescimento com os diferentes meios, no
final do ensaio (A- BG11M, B- Nutribloom, C- FloraNova).

Os melhores valores apresentados para o crescimento da Nostoc sp. 136 foram
0,149 + 0,024 dia' e 14,869 + 2,367 %.dia’, sendo estes a SGR e a RGR,
respetivamente (Figura 16, Tabela 11). A um nivel de significancia, foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas quando comparada tanto a SGR como a RGR

de FloraNova com as restantes.
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Figura 16- Taxa de crescimento especifica (dia') mediante diferentes meios de cultivo para a
Nostoc sp. 136 (F- FloraNova, B- BG11M, N- Nutribloom). Dados apresentados em média +

desvio-padréo, (n=3); diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas.

48



Tabela 11- Taxa de crescimento relativo (%.dia!) mediante diferentes meios de cultivo para a

Nostoc sp. 136. Dados apresentados em média + desvio-padrao, (n=3); Diferentes letras indicam

diferencas estatisticamente significativas.

Meio utilizado
FloraNova
BG11M

Nutribloom

RGR (%.dia™)

1,038 + 2,2982
14,869 + 2,367
10,104 + 0,861

4.3. Manipulacdo da concentracao de nutrientes

Quando comparados os valores obtidos relativamente & humidade mediante os

diferentes nutrientes, os valores variaram entre 96 e 98 %. O maior valor obtido foi obtido

na suplementagcédo de magnésio a 1,5x, registando-se uma humidade de 98,428 %. Por

outro lado, o maior valor obtido para a proporcao entre o peso fresco/peso seco foi obtido

no azoto 1,5x com um valor de 3,499 % (Tabela 12).

Tabela 12- Valores correspondentes ao peso fresco, apds serem congeladas as amostras, € 0

respetivo peso seco e a sua propor¢ao (%) e a humidade (%) mediante diferentes concentracdes

de azoto, ferro e magnésio para a Nostoc sp. 136 (1x — controlo com concentracdo normal de

1,5, 0,003 e 0,075 g.L* de azoto, ferro e magnésio respetivamente; 1,5x — concentracdo de 2,25,

0,005 e 0,113 g.L* de azoto, ferro e magnésio respetivamente; 2x — concentracéo de 3, 0,006 e

0,263 g.L* de azoto, ferro e magnésio respetivamente);

Nutrientes Peso fresco Peso seco dw/ww (%) Humidade (%)
(g.L?L, ww) (mg.L?, dw)
Controlo 2,323 48,500 2,088 97,912
Azoto 1,5x 2,487 87,000 3,499 96,501
Azoto 2x 4,784 141,500 2,958 97,042
Ferro 1,5x 5,918 126,000 2,129 97,871
Ferro 2x 3,746 185,000 2,897 97,103
Magnésio 1,5x 5,185 81,500 1,572 98,428
Magnésio 2x 3,695 107,000 2,896 97,104

No final do ensaio, foi calculada a produtividade para cada nutriente e concentracéo

utilizada. O valor mais elevado obtido foi 0,452 + 0,111 g.L? dia® para o azoto 1,5x

(Tabela 13), ndo se tendo verificado diferencas estatisticamente significativas.
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Tabela 13- Dados obtidos para as concentragfes iniciais e finais (g.L!) e a respetiva
produtividade (g.L* dia’!) mediante diferentes concentra¢des de azoto, ferro e magnésio para a
Nostoc sp. 136 (valor médio * desvio-padrao) (1x — controlo com concentracdo normal de 1,5,
0,003 e 0,075 g.L! de azoto, ferro e magnésio respetivamente; 1,5x — concentragdo de 2,25,
0,005 e 0,113 g.L* de azoto, ferro e magnésio respetivamente; 2x — concentracédo de 3, 0,006 e
0,263 g.L1 de azoto, ferro e magnésio respetivamente); Dados apresentados em média + desvio-

padrdo, (n=3); Diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas.

Nutriente Produtividade (g.L* dia™)
Controlo 0,376 £ 0,1172
Azoto 1,5x 0,452 £ 0,111
Azoto 2x 0,318 £ 0,0177
Ferro 1,5x 0,226 + 0,1362
Ferro 2x 0,279 £ 0,1202
Magnésio 1,5x 0,418 + 0,0782
Magnésio 2x 0,277 = 0,0652

No ensaio de crescimento de Nostoc sp. 136 em que houve manipulacdo dos
nutrientes do meio BG11M, os valores das taxas de crescimento ndo foram
significativamente diferentes entre cada concentragdo de nutriente estudada, com
excecdo das concentracdes 1,5x e 2x de magnésio, para as quais a SGR e na RGR
mostraram valores significativamente mais baixos, como esté representado nas Tabelas
14 e 15.

Analisados os nutrientes, tanto para o magnésio como para o ferro, o melhor
resultado foi apresentado no controlo com uma SGR e uma RGR de 0,222 + 0,018 dia’
122,194+ 1,772 %.dia, respetivamente. Porém, para a suplementacéo de azoto 1,5X,
obteve-se um crescimento maximo para ambos os indicadores, com valores de 0,232 +
0,017 dia! e 23,234 + 1,750 %.dia™* (Tabela 14 e 15).
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Tabela 14- Taxa de crescimento especifica (dia!) mediante diferentes concentragdes de azoto,
ferro e magnésio para Nostoc sp. 136 (valor médio + desvio-padrdo) (1x — controlo com
concentracdo normal de 1,5, 0,003 e 0,075 g.L"! de azoto, ferro e magnésio respetivamente; 1,5x
— concentracdo de 2,25, 0,005 e 0,113 g.L! de azoto, ferro e magnésio respetivamente; 2x —
concentracdo de 3, 0,006 e 0,263 g.L! de azoto, ferro e magnésio respetivamente); Dados
apresentados em média + desvio-padrdo, (n=3); Diferentes letras indicam diferencas
estatisticamente significativas.

Nutriente controlo 1,5x 2X

Azoto 0,232 + 0,0172 0,211 + 0,0142¢
Ferro 0,222 + 0,0182°¢ 0,180 + 0,0392P<¢ 0,198 + 0,0312b¢
Magnésio 0,150 + 0,0122b¢ 0,125 + 0,015P¢

Tabela 15- Taxa de crescimento relativo (%.dial) mediante diferentes concentracdes de azoto,
ferro e magnésio para a Nostoc sp. 136 (valor médio + desvio-padrdo) (1x — controlo com
concentracao normal de 1,5, 0,003 e 0,075 g.L* de azoto, ferro e magnésio respetivamente; 1,5x
— concentragdo de 2,25, 0,005 e 0,113 g.L! de azoto, ferro e magnésio respetivamente; 2x —
concentracao de 3, 0,006 e 0,263 g.L! de azoto, ferro e magnésio respetivamente); Dados
apresentados em média + desvio-padrdo, (n=3); Diferentes letras indicam diferencas

estatisticamente significativas.

Nutriente controlo 1,5x 2X

Azoto 23,239 + 1,7502 21,112 + 1,3952¢
Ferro 22,194 + 1,772%¢ 18,050 + 3,879%P¢ 19,782 + 3,080%P¢
Magnésio 14,975 + 1,180%P¢ 12,454 + 1,472°¢

4.4. Avaliacao mediante comprimentos de onda diferentes

Durante a avaliagdo do valor de humidade obtida de entre cada comprimento de
onda, os valores foram os menos constantes variando entre 93 e 99 %. O maior valor
de 99,44 % foi obtido no ensaio com o comprimento de onda vermelho, que corresponde
as menores taxas de crescimento. Ja na proporcao peso humido/peso seco foi obtido o
maior valor para o ensaio com o comprimento de onda azul com um valor 6,4682 %
(Tabela 16).
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Tabela 16- Valores correspondentes ao peso fresco, apds serem congeladas as amostras, e 0
respetivo peso seco, a sua proporcéo (%) e a humidade (%) mediante diferentes comprimentos

de onda utilizadas no crescimento para a Nostoc sp. 136.

Comprimento de Peso fresco Peso seco dw/ww (%) Humidade

onda (g.L2, ww) (mg.L?, dw) (%)

Branco 5,646 204,00 3,613 96,387
Azul 3,997 258,50 6,468 93,532
Vermelho 2,078 11,50 0,554 99,447
Branco/Vermelho 9,630 125,50 1,303 98,697
Branco/Azul 3,461 56,50 1,633 98,367

A avaliacd@o do crescimento da cianobactéria mediante os diferentes comprimentos
de onda permitiu verificar um valor semelhante entre a utilizagdo da luz branca e da
combinagédo entre a luz branca e vermelha. Porém, em todos os outros ensaios verificou-
se um decréscimo do crescimento de Nostoc, quer quando foi utilizado somente a luz
vermelha (Figura 17), quer a luz azul, quer a combinag¢édo azul/branca. Em ambas as
taxas (SGR e RGR) foram obtidas diferengas estatisticamente significativas somente
entre o controlo (Branco), o comprimento de onda Vermelho e a jung&o entre o Branco

e o Vermelho.

Figura 17- Tubos de centrifuga utilizados durante a amostragem do ensaio de crescimento com
os diferentes comprimentos de onda (V- Vermelho, B- Branco, A- Azul).

No final do ensaio foram calculadas as concentragBes iniciais e finais e
consequentemente a produtividade. O melhor valor adquirido pertence a combinacédo

de cores vermelho/branco, 0,378 + 0,112 g.L? dia?l, sendo bastante similar ao valor
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apresentado pelo controlo (luz branca), 0,353 + 0,018 g.L* dia (Tabela 17). A nivel de
diferencas estatisticamente significativas foi visto que houve diferencas estatisticas da
cor vermelha com todas as cores utilizadas, com excec¢do da cor azul, da cor branca
com as restantes cores utilizadas, menos com a juncdo de cores branco/vermelho, e da

juncéo de cores branco/azul com as restantes cores utilizadas, menos com a cor azul.

Tabela 17- Concentrag@es iniciais e finais (g.L1) e a respetiva produtividade (g.L? dia!) obtida
mediante diferentes comprimentos de onda utilizados no crescimento para a Nostoc sp. 136
(valor médio + desvio-padréo); Dados apresentados em média + desvio-padrdo, (n=3); Diferentes

letras indicam diferencas estatisticamente significativas.

Comprimento de onda Produtividade (g.L* dia™)
Branco 0,353 + 0,018

Azul 0,145 + 0,090 bed
Vermelho -0,019 + 0,003°¢
Branco/Vermelho 0,378 + 0,1122b
Branco/Azul 0,069 + 0,014 ¢

O valor maximo de SGR foi atingido no ensaio em que se usou apenas luz branca,
seguido do ensaio onde se juntou a luz branca e a luz vermelha, com 0,142 + 0,003 dia’
1 e 0,142 + 0,020 dia*, respetivamente. Ja para o RGR foi obtido um valor maximo de
14,237 £ 1,961 %.dia, durante a utilizacdo da combinacéo das luzes branca e vermelha
(Figura 18, Tabela 18), mas muito préximo do valor de RGR obtido para a luz branca.
Todos os outros valores sdo significativamente menores quando comparados 0s
diferentes comprimentos de onda e o controlo registando-se, mesmo, crescimento

negativo no ensaio onde se usou apenas luz vermelha.
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Figura 18- Taxa de crescimento especifica (dial) mediante diferentes comprimentos de onda
utilizadas no crescimento para a Nostoc sp. 136 (B- Branco, A- Azul, V- Vermelho, B/V- Branco
e Vermelho, B/A- Branco e Azul); Dados apresentados em média + desvio-padrdo, (n=3);

Diferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas.

Tabela 18- Taxa de crescimento relativa (%.dia') mediante diferentes comprimentos de onda
utilizados no crescimento para a Nostoc 136; Dados apresentados em média + desvio-padrao,

(n=3); Diferentes letras indicam diferencgas estatisticamente significativas.

Comprimento de onda RGR (%.dia™)

Branco 14,205 + 0,266?
Azul 8,277 + 4,2842P
Vermelho -3,477 + 0,730
Branco/Vermelho 14,237 + 1,9612
Branco/Azul 5,661 + 0,7012P
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5. Discussao

5.1. Manipulacao da concentracgéo inicial

Neste estudo, mediante a manipulagdo da concentracéo inicial foi possivel observar
que embora as trés concentragdes tenham obtido resultados positivos ao longo dos 15
dias, a concentracdo mais eficaz foi a 1,002 g.L'. Foram apresentadas diferencas
estatisticamente significativas quando comparada a concentragdo mais baixa com as

restantes, mostrando uma clara influéncia no crescimento.

De acordo com estudos anteriores relativos ao crescimento das microalgas sabe-se
que a primeira fase apresentada no crescimento das cianobactérias € a fase lag que
pode ter diferentes tempos, dependendo da forma como a cultura-mée seja aclimatizada
e depende também da concentrag&o inicial do cultivo (maior concentracdo ou maior
volume geram um fase lag menor) (Macintyre & Cullen, 2005; Preising & Andersen,
2005).

Num ensaio executado com Arthrospira platensis por Khanh et al. (2017) foi
observado o mesmo padréo apresentado pela Nostoc sp. 136, em que a densidade mais
baixa apresentou uma maior RGR quando comparado com as densidades mais
elevadas (concentracédo de 1,002 g.L ! RGR de 22,194 + 1,772 %.dia, concentracdo
de 5,174 g.L* RGR de 12,767 + 0,900 %.dia!). Uma justificacdo apresentada foi devido
a maior concentracdo, existe uma maior cobertura de luz entre as células, o que gera
uma limitacao na fotossintese quando a densidade da cultura é elevada, levando assim

a gue a RGR seja menor do que quando comparada com a baixa densidade.

Corroborando os dados obtidos neste estudo, igualmente o estudo realizado com
Nostoc linckia por Sen (1990) mostrou bons resultados quando a cultura € iniciada com

uma baixa concentragao.

A guantidade de peso seco obtido mediante as concentragfes iniciais de 1,002,
3,702 e 5,174 g.L?, foi de 48,5, 143,0 e 91,5 mg.L?, respetivamente. A concentracéo
3,702 g.L'* mostrou, quando comparados os resultados com a curva de crescimento
previamente obtida (Figura 8), que se encontrava numa fase mais avancada do
crescimento, possivelmente no inicio da fase exponencial. Por isso, a concentracdo
inicial utilizada nos restantes ensaios foi a concentracdo 3,702 g.L?, visto que uma maior
concentracdo gera uma menor fase lag (Maclntyre & Cullen, 2005; Preising & Andersen,
2005) o que ira providenciar a cultura um crescimento mais rapido, sendo atingida a fase
exponencial e também a fase estacionaria mais rapidamente, tal como foi observado

neste estudo.
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5.2. Avaliacdo mediante diferentes meios

Mediante os trés meios utilizados no presente estudo, ocorreu um clara diferenca de
crescimento. O BG11M apresentou-se como o melhor meio para o cultivo de Nostoc sp.
136 visto que apresentou 0s melhores resultados nos parametros estudados, mostrando
uma grande diferenga estatisticamente significativa com o FloraNova, em que 0s
resultados foram muito baixos e inconstantes. Porém, quando comparado com o
Nutribloom, ndo foram obtidas diferencgas estatisticamente significativas, mostrando um

possivel substituto para o BG11M.

Num ensaio realizado com Nostoc linckia por Touloupakis et al. (2023) utilizando o
BG11M foram obtidos resultados similares ao do presente estudo, como uma maior
biomassa, uma maior produtividade e um maior peso seco. Embora ndo tenha sito
testado nem observado no presente estudo, Touloupakis et al. (2023) verificou que,
quando cultivada com BG11M, a N. linckia obteve maior contetdo de clorofila, proteina

e ficobilinas.

De acordo também com os resultados obtidos neste estudo, um ensaio realizado
com Nostoc commune por Diao & Yang (2014) observou que esta espécie é cultivada
com sucesso utilizando BG11M, visto que, com o passar do tempo, esta aumentou a

sua concentragdo, 0 seu peso fresco e seco.

Arthrospira platensis é uma cianobactéria filamentosa de elevado valor econémico,
devido a sua alta qualidade nutricional. Condi¢cBes como a temperatura, o pH, o oxigénio
dissolvido e a fonte de azoto desempenham um papel importante no crescimento
(Delrue et al., 2017; Zsalzsabil et al., 2023). Segundo um estudo realizado por Carneiro
et al. (2018) com Arthrospira platensis e usando o meio FloraNova obteve uma SGR de
0,132 + 0,402 dia* ao final de 10 dias, mostrando-se capaz de substituir o tipico meio
utilizado no crescimento. Desta forma, tratando-se de cianobactérias, seria de esperar
que este meio tivesse sucesso com a Nostoc sp. 136. Porém, foi obtido uma SGR de
0,010 + 0,020 dia?, sendo o pior resultado obtido. O meio mais utilizado para a
Arthrospira platensis € o meio Zarrouk modificado, no qual os macronutrientes séo o
nitrato de potassio (KNOs) e o bicarbonato de sodio (NaHCOs) (Rajasekaran et al.,
2015), enquanto para a Nostoc sp. 136 0 meio mais utilizado é o BG11M com os

macronutrientes fosfato e nitrato.

O meio Nutribloom mostrou-se bastante eficaz até agora para microalgas como a
Tisochrysis lutea (Nishshanka et al., 2022) e a Nannochloropsis sp. (Carneiro et al.,
2022; Phytobloom, 2024). Foram alcancados valores como 1,00 + 0,18 g.L* de peso

seco para a Nannochloropsis sp. (Carneiro et al., 2022) o que se mostrou superior ao
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valor obtido para a Nostoc sp. 136 nestes estudo (219 mg.L* de peso seco). Enquanto
para a Tisochrysis lutea foi obtido um valor inferior ao obtido neste estudo com a Nostoc
sp. 136 (0,879 + 0,147 g.L.dia?) de 0,42 + 0,02 g.L.dia’. Esta diferencas de valores
obtidos podem ser justificadas com as diferentes necessidades a nivel do cultivo quando

comparadas as microalgas e as cianobactérias.

Segundo a composicéo proveniente do fabricante de Nutribloom (Phytobloom, 2024)
(Anexo 2) os principais componentes séo o fosfato monopotéssico, o cloreto de ferro e
0 EDTA. Enquanto no BG11M os principais componentes s&o o nitrato de sodio, sulfato
de magnésio, cloreto de calcio e o acido fosforoso (Rippka et al., 1979) (Anexo 1). Esta
diferenca de componentes pode ser uma justificacédo para a diferenca entre os valores
obtidos perante o crescimento. Porém, foi observado que este se mostrou bastante
promissor, visto que os resultados obtidos no presente estudo foram elevados e néo

mostraram diferencas estatisticamente significativas com o BG11M.

5.3. Manipulacao da concentracéo de nutrientes

Os trés nutrientes estudados apresentaram padrfes diferentes com 0 aumento da
sua concentragdo. A suplementagdo com magnésio obteve uma constante diminuicdo
do crescimento de Nostoc e por consequéncia menores taxas de crescimento. Para o
azoto e para o ferro, embora as taxas de crescimento tenham sido menores quando
comparadas com o controlo, ndo foram obtidas diferencas estatisticamente significativas
entre as concentragdes, ou seja, as concentragdes utilizadas néo tiveram uma alta

influéncia no crescimento.

Segundo Lu et al. (2019), o aumento da carga exagerada de nutrientes como o
azoto, leva a eutrofizacdo, o que gera um aumento excessivo de biomassa algal
(blooms). O azoto foi identificado como uma das principais fontes do aumento da
atividade dos metabolismos responsaveis pela florescéncia de cianobactérias. O
aumento da biomassa das cianobactérias € consequente das interacdes sinérgicas
entre os nutrientes disponiveis e a sua capacidade fisioldégica de os utilizar em condi¢des

favoraveis.

Num ensaio realizado por El-fayoumy et al. (2023) com Nostoc linkia foi observado
que as concentracdes de azoto que favorecem o crescimento foram 1,5 e 3 g.L?,
concentracdes acima destas inibiram o crescimento. Concentracdes elevadas podem
ter inibido o crescimento visto que quando adicionado azoto em excesso ocorre a
inibicdo da sintese da enzima nitrogenase, responsavel pela fixacdo do azoto
atmosférico. Este estudo esta de acordo com 0s nossos resultados, visto que na

concentracéo de 1,5 g.L™* foi obtido o maior valor de crescimento. Porém neste estudo
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houve um decréscimo de biomassa nos 2 g.L'! o que nédo vai de encontro ao ensaio

efetuado por El-fayoumy et al. (2023).

Conforme Sadvakasova et al. (2022) observou, que existe uma relacdo entre a
concentracao de ferro e o rendimento quantico fotoquimico do Fotossistema ll, visto que
ocorre uma correlacéo positiva entre o aumento da concentragdo e o rendimento. Um
estudo efetuado por Howe et al. (2020) com Nostoc PCC 7120 mostrou que a limitacdo
de ferro induz um crescimento celular mais lento, apesar das células se manterem
igualmente viaveis e nao mostrarem qualquer paragem no crescimento. No presente
estudo € importante salientar que as espécies reativas de oxigénio (ROS) presentes nas
microalgas possuem caracteristicas diversas e por consequente diferentes niveis de
toxicidade e alvos. De entre eles, temos o peréxido de hidrogénio (H-O2) que, embora
seja 0 menos reativo, tem a capacidade de ser reduzido a radical hidroxilo via a reacdo
de Fenton, acabando por libertar ferro ferroso que pode gerar lesfes celulares extensas.
Quando ocorrem situacdes de desequilibrio entre o nivel de oxidantes e a producéo de
antioxidantes, os organismos sao expostos a elevados niveis de stress oxidativo,
podendo levar & morte celular. As cianobactérias necessitam de gerir ndo s6 o stress
oxidativo proveniente da reducdo de oxigénio tal como os seres heterotroficos, como
também o stress oxidativo gerado durante o transporte fotossintético de eletrbes (Latifi
et al., 2009). E, assim, necessario entender que a homeostase de ferro é muito
importante de forma a evitar o stress oxidativo e a possivel morte celular. Sendo também
necessario perceber que uma elevada quantidade de ferro presente no meio de cultura
ird afetar a mesma de forma negativa, como foi verificado no ensaio, visto que, embora
ndo tenham sido obtidas diferencas estatisticamente significativas, observou-se um

menor crescimento com o0 aumento da concentracao de ferro.

Segundo um estudo feito por Surilayani et al. (2011), com o aumento da
concentracdo de magnésio na cultura, foi obtido um valor trés vezes maior na formacgéo
de heterocistos. Esta diferenga na concentragdo mostrou que o magnésio tem um forte
impacto no teor proteico e no peso seco de Nostoc sp. (0,02-0,14g). No presente estudo
foi observado que com o aumento da concentragdo de magnésio foi obtido resultados
diferentes, visto que a taxa de crescimento foi inferior ao controlo e a produtividade 1,5x
foi superior, mas a 2x foi inferior, sempre sem significado estatistico. Pokharel et al.
(2018) utilizou Nostoc punctiforme num ensaio em que foi verificado que quando ocorre
o crescimento celular ndo ocorrem trocas de magnésio entre as células e o meio. Visto
que este é um micronutriente para a Nostoc sp. podemos ver que 0 aumento da sua

concentrac@o nao tem beneficios, visto que ndo ocorreu um aumento da sua biomassa.
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5.4. Avaliacdo mediante comprimentos de onda diferentes

Os diferentes comprimentos de onda utilizados apresentaram padrdes de
crescimento diferentes quando comparados entre eles. Durante os 15 dias de estudo foi
possivel observar um crescimento significativo na luz branca e na jungdo da luz branca
e vermelha. Por outro lado, observou-se que quando utilizada somente a luz vermelha
para a Nostoc sp. 136 ndo foi obtido um crescimento positivo, havendo até um

decréscimo da quantidade de biomassa.

Em contrapartida aos resultados obtidos neste estudo, Han et al. (2014) efetuou um
ensaio com Nostoc flageliforme em que foram testados diferentes comprimentos de
onda. Neste ensaio, 0 comprimento de onda que obteve uma melhor taxa de
crescimento média foi a luz vermelha a 60 pmol m2 s, quando comparado com os
restantes. Han et al. (2014) concluiu que tanto a luz vermelha como a azul foram as que
apresentaram um crescimento mais rapido, e, por isso, eram as mais adequadas para
o crescimento celular. A diferenca apresentada entre o estudo efetuado e o de Han et
al. (2014) foi a irradiancia da luz administrada no cultivo (no presente estudo foi de 8

umol m2 s1) o que pode ter influenciado o crescimento.

No entanto, Suphan et al. (2023) realizou um ensaio com Nostoc sp. em que foi
verificado um bom desenvolvimento e crescimento quando cultivadas sob baixa

irradiancia de luz, como 10 umol m2 s

De acordo com o estudo realizado por Devi & Parthiban (2020) com Nostoc
ellipsosporum foi observado um perfil de crescimento diferente sob a influéncia de
distintos comprimentos de onda. Foi verificado um crescimento notavel nas cores branco
e vermelho inicialmente, porém, o crescimento sob a luz azul mostrou-se superior
quando comparado com as restantes, utilizando irradiancia entre os 46 e 120 pmol m=
s1. Ao final de 7 dias, sob a luz vermelha, a cultura apresentou uma tendéncia
decrescente no crescimento, tal como a apresentada no presente estudo. Assim, foi
observado por Devi & Parthiban (2020) que a melhor taxa de crescimento pertencia a

luz azul, sendo seguida pela luz branca e por fim a vermelha.

Outras microalgas, ainda, mostraram padrées de crescimento diferentes,
dependendo dos pigmentos fotossintéticos presentes. Patelou et al. (2020) efetuou um
estudo com Nannochloropsis gaditana em que foi observado um crescimento similar
entre a luz vermelha e azul, utilizando uma irradiancia de 20 pmol s* m2. Uma possivel
justificacdo apresentada foi, devido a sobreposicdo parcial no espetro, as qualidades
entre as luzes podem ser similares. Porém, foi com a luz vermelha que foi obtida a maior

densidade da cultura. Por outro lado, num ensaio realizado por Baidya et al. (2021) com
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Chlorella ellipsoidea foi observado que, em termos de comprimento de onda, o que
obteve melhores resultados a nivel de aumento da densidade celular foi a cor azul e o

gue apresentou resultados mais baixo foi o vermelho.
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6. Conclusao

Em suma, pode ser concluido que a cianobactéria Nostoc sp. 136 é capaz de ser
produzida mediante diferentes condi¢cdes de cultivo. Para a decisdo das melhores

formas de cultivo é preciso ter em atencao qual o objetivo da producao.

O meio FloraNova, a luz vermelha ndo se mostraram eficientes o suficiente para
terem um uso futuro a nivel industrial. Porém, o aumento dos nutrientes (azoto, ferro e
magnésio), embora ndo tenha obtido diferencas estatisticamente significativas, em
certos parametros mostrou-se eficaz no aumento da eficiéncia na producdo de
biomassa. Este estudo determinou que o meio Nutribloom, provavelmente ajustando
alguns macro e micronutrientes, sera perfeitamente adequado para o crescimento de

Nostoc sp. 136.

De igual forma a jungéo da luz branca com vermelha mostrou-se eficaz na produgéo

de Nostoc. Sera necessario ajustar a irradiancia para obter melhores resultados.

Com esta cianobactéria futuramente pode ainda ser verificado de que forma estas
alteracdes irdo afetar a nivel dos constituintes, por exemplo, quantidade de pigmentos,
de clorofila e exopolissacéridos, e ainda avaliar se estas alteracdes, eficazes a uma

escala laboratorial, se tornam eficazes quando a mesma é aumentada.
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8. Anexos

BG11 Modificado

1. Preparacédo dos stocks

N° de stock Solucéo Massa (g) (Para Massa (g) (Para
0,2L) 0,5L)
1 (Nao MgS0QO4.7H20 1,3 3,25
Autoclavar) CaCl,.2H;0 0,72 18
2 K2.HPO4.3H:0 0,80 2
EDTA (K2,MQ@) 0,02 0,05
3 Acido citrico 0,12 0,3
Ammonium Ferric 0,12 0,3
Citrate Green
4 Hs.POs 0,572 1,430
MnCl,.4H0 0,362 0,905
ZnS04.7H,0 0,044 0,110
Naz.M004.2H,0 0,078 0,195
CuS04.5H,0 0,004 0,010
Co(NOs3),.6H.0 0,01 0,025

Os stocks séo preparados com agua Mili Q.

Autoclavar os stocks 2, 3 e 4 durante 20 minutos a 121°C.

2. Preparacao do meio BG11 modificado

N° do stock Volume (mL) por 1L
Adicionar 1,5g de NaNO3
1 10
2 10
3 10
4 10

Adicionar 1,199 de Hepes

Ajustar o pH para 7,3 com a adigcdo de NaOH 1M.

Autoclavar durante 20 minutos a 121°C.

Anexo 1- Composicdo do meio BG11 Modificado, de acordo com o fabricante.

Nutribloom Plus

NaNOs 2M
KH2PO4 100mM
ZnCl; imM
ZnS0Oq4 iImM
MnClI,*2H,0 1mM
Na;MoO,*2H,0 0,1mM
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COC|2*6H20 0,1mM

CuSO04*5H,0 0,1mM

EDTA 26,4mM
MgSO,7H-.0 2mM
FeClz6H0 20mM

Tiamina 35mg/L
Biotina 5mg/L
B2 3mg/L

Colocar 1-2mL por litro na culturas de microalga.

Anexo 2- Composicdo do meio Nutribloom, de acordo com o fabricante.

FloraNova Grow

Total nitrogen (N) 7,0%
0,9% Ammoniacal Nitrogen
6,1% Nitrate Nitrogen

Availabe Phosphate (P20s) 4,0%
Soluble Potash (H:0) 10,0%
Calcium (Ca) 4,0%
Magnesium (Mg) 1,5%
1,5% Wtaer Soluble Magnesium (Mg)
Sulfur (S) 2,0%
2,0% Combined Sulfur (S)

Boron (B) 0,01%
Chlorine (CI) 0,01%
Cobalt (Co) 0,002%
Copper (Cu) 0,01%

0,01% Chelated Copper (Cu)
Iron (Fe) 0,1%
0,1% Chelated Iron (Fe)
Manganese (Mn) 0,03%
0,03% Chelated Maganese (Mn)
Molybdenum (Mo) 0,003%
Zinc (Zn 0,02%

0,02% Chelated Zinc (Zn)

Colocar 0,625-3,75 mL por litro, dependendo da aplicacdo

Anexo 3- Composi¢do do meio FloraNova, de acordo com o fabricante.
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