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RESUMO

O fotobionte isolado do fungo liquenizado Ramalina celastri, na tentativa de otimizar
a producao de polissacarideos, foi submetido a tratamentos onde foram variadas as
concentragcbes de HCO3 e CO,, como fontes alternativas de carbono. Dirigindo o -
estudo para a fixacdo de carbono, além de observar as respostas das células do
fotobionte com relacdo ao aumento atmosférico dos niveis de CO, (efeito estufa).
Foram também variadas concentragdes de calcio adicionadas ao meio, tomando
como base evidéncias de que o calcio sinaliza para a sintese de polissacarideos no
aparato de Golgi. Na tentativa de verificar uma possivel relagdo entre sua
concentracdo e o aumento da biossintese de polissacarideos que n&o o amido e a
celulose. Apés um periodo de 14 dias de cultivo, as células do fotobionte foram
centrifugadas, lavadas e liofilizadas, resultando em uma biomassa. A qual foi
determinada e comparada entre todos os tratamentos, objetivando a obtencao de
um maior desenvolvimento de biomassa. Dos tratamentos que apresentaram maior
biomassa foram feitas combinagdes, e analisados da mesma maneira. Além da
biomassa foram analisados os efeitos provocados pelas variagbes das
concentragdes de CO,, HCOs e Ca®*, sobre a composicdo monossacaridica, através
de hidrélise acida total, reducdo e acetilacdo de 5mg de biomassa de células, e
analise em GC e GC-MS. Além dos aspectos morfolégicos, tais como tamanho e
granulometria das células do fotobionte, analisando dados de citometria de fluxo
comparados com imagens de microscopia Optica. Observou-se que qguando
aumentada a concentragdo de HCO3s ha um aumento da composicéo de glucose
das células, além de um aumento do tamanho e granulometria das mesmas.
Aumentada a concentracdo de Ca** observa-se uma redugéo da glucose e aumento
de manose, além da reducdo do tamanho e da granulometria das células, indicando
uma possivel relacdo da presenca de calcio com a biossintese de polissacarideos
que ndo o amido e a celulose. Os resultados mais expressivos foram obtidos quando
adicionado CO2 ao cultivo, favorecendo o desenvolvimenio de biomassa do
fotobionte em questao.
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1 INTRODUCAO

Fungos liquenizados s&o uma associagdo simbiética de crescimento lento,
formado por um micobionte (fungo) e um organismo fotossintetizante (fotobionte), o
qual pode ser uma alga verde (ficobionte) e, ou uma cianobactéria (cianobionte)
(NASH, 1996; AHMADJIAN, 1993). A referida liquenizagdo corresponde a aquisi¢cdo de
carbono fixado de uma populagdo por minuto, por simbiontes fotossintetizantes,
caracterizando uma forma comum e amplamente distribuida de nutricdo em fungos.

A associagdo simbidtica resulta em um talo estavel de estrutura especifica
(AHMADJIAN, 1993), que consiste de cortex e medula, sendo formados por tecidos do
fungo e uma camada do fotobionte, arranjada de maneira que favorece a obtengéo
de quantidade o6tima de luz para a fotossintese. A forma como as diferentes
camadas se arranjam no talo é resultado de presses adaptativas sofridas ao longo
da evolugdo (AHMADJIAN, 1993). Devido a associagao alga-fungo, estes organismos
fotossintéticos sdo capazes de crescer em locais que s&o impréprios ou I‘imitad_os
para a maioria dos outros organismos (THE SPECIAL BIOLOGY OF LICHENS).
Como adaptacdo a ambientes indspitos, os fungos liquenizados produzem mais de
500 compostos quimicos, como por exemplo, proteinas, metabdlitos secundarios e
polissacarideos, estes com caracteristicas unicas, podendo apresentar atividade

farmacoldgica.

1.1 CULTIVO DIOS BIONTES DE FUNGOS LIQUENIZADOS

O cultivo de fungos liquenizados tem ganhado notoriedade pela dificuldade
de isolamento e crescimento em culturas puras de seus componentes. As lentas
taxas de crescimento tém se apresentado como maior obstaculo da fisiologia dos

estados axénicos (STOCKER-WORGOTTER, 1995), o que para AHMADJIAN (1967)



caracteriza tais organismos como apresentando grande dificuldade de trabalho
experimental. Quando comparado com fungos de vida livre, a taxa de crescimento
do micobionte é extremamente lenta, além deste apresentar uma complexa
necessidade nutricional.

Os estudos de isolamento de biontes de fungos liquenizados s&o em sua
maioria direcionados para a investigagao de ressintese e desenvolvimento do talo
em condi¢des de laboratério, além do estudo de culturas do fotobionte e micobionte
isolados, os quais podem apresentar compostos especificos, de grande similaridade
quimica com aqueles obtidos do liquen intacto (CRITTENDEN ef a/., 1995).

O interesse em fungos, fungos liquenizados e outros organismos que se
apresentem como fontes de novas moléculas farmacologicamente ativas, tém
aumentado nos ultimos anos (PORTER e Fox, 1993). Muitos fungos liquenizados
apresentam grande numero de compostos secundarios, muitos dos quais s&o
exclusivos, ndo sendo encontrados em nenhum outro grupo de organismos. Grande
numero destes compostos apresenta atividade antimicrobiana ou outra atividade
biolégica de potencial valor econémico. A toxicidade destes compostos sugere uma
funcéo relacionada com defesa quimica contra patdgenos e animais que possam
utilizar fungos liquenizados como potencial fonte de alimento (ELIX ef al., 1984).

Em cultura, grande parte dos micobiontes tem a capacidade de
biossintetizar compostos secundarios encontrados no estado liquenizado nativo
(CRITTENDEN et al. 1995). No entanto, a abundancia de metabdlitos encontrados
pode ser diferente entre os estados nativo e de cultura, podendo, dependendo do

material, ser mais abundante no estado liquenizado ou em cultura.
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1.2 FOTOBIONTES DE LIQUENS

Cerca de 26 géneros de algas sdo capazes de formar associagbes
liquénicas, as algas verdes unicelulares sdo responsaveis por 61%, sendo que o
género Trebouxia € o mais comum dentre todos os géneros de fotobiontes que
apresentam a capacidade de fazer esta associagdo. Trentepholia, uma clordfita
filamentosa esta presente em 31% das espécies de fungos liquenizados e 8%
apresentam como componente fotobionte uma alga azul (cianobactéria), sendo que
as mais comuns encontradas sao espécies do género Nostoc (AHMADJIAN, 1993).

Com base em culturas puras de algas isoladas de talos liquénicos, varios
tém sido os trabalhos realizados, principalmente quando se refere a fixagao de CO»
do meio (GOLDSMITH et al., 1997) e a translocacdo de carboidratos originados de
fotossintese para o fungo, onde sdo entdo complexados a polissacarideos
(AHMADJIAN, 1993).

Um padrdo de distribuicdo de micobiontes pode ser gerado, se estes
dependerem de tipos particulares de fotobiontes, os quais obedecem alguns
requisitos ecolégicos. Por exemplo, habitats com umidade média permanente sdo
preferencialmente  ocupados por fungos liquenizados com fotobiontes
Tentrepholidides. A agua na forma liquida é essencial para fungos liqguenizados com
cianobactérias. Ja aqueles com algas verdes do género Coccale s&o encontrados
em grande numero de habitats, com condicdo de umidade variavel, sendo
classificados na classe Trebouxiophyceae.

Os fotobiontes em Trebouxiophyceae sdo os mais importantes na
simbiose, ocorrendo em aproximadamente 60% dos fungos liquenizados existentes.
Um estudo de TSCHERMAK-WOESS (1988) compilou todo o conhecimento sobre
associacdes de fotobiontes com seus respectivos fungos liquenizados hospedeiros

ao observar o relacionamento dos micobiontes e seus respectivos fotobiontes.



RAMBOLD ef al. (1998), encontraram padrées de associacdo altamente seletivos, e
analisando uma série de fatores, entre eles dados de biologia molecular (rDNA),
propuseram a separacdo do género Trebouxia em Asterochloris e Trebouxia.
Cladoniaceae, por exemplo, apresenta-se principalmente associada com
Trebouxidides do género Asterochloris, enquanto Trebouxia € comumente mais
encontrado nos demais Lecanorales.

PIERCEY-NORMORE e DEPRIEST (2001), estudando sequéncias ITS (internal
transcribe spacer) de diversos fotobiontes encontraram que varios genétipos de
Asterochloris estdo distribuidos de maneira semelhante em varios taxa de
Cladoniaceae, o que rejeita a hipdtese de que haveria uma co-especiagéo dos
simbiontes, mas por outro lado nZo exclui a possibilidade de que esta relagéo possa

apresentar um nivel mais detalhado.

1.3 CULTIVO DOS FOTOBIONTES

Grande numero de técnicas de isolamento foram desenvolvidas devido aos
varios tipos de experimentos envolvendo algas de fungos liquenizados e suas
necessidades. Entre estas, utilizam-se a centrifugacdo, a gel filtracdo, a
micropipetagem e a fragmentacdo de talo (BUBRICK, 1988), as quais também tém
sido utilizadas para o micobionte.

A técnica de centrifugagdo diferencial (BUBRICK, 1988) consiste de
sucessivas centrifugagdes, com a finalidade de se obter um precipitado de algas livre
de fragmentos de talo, com rendimento medio de 60% e taxa de recuperacido das
células variando entre 20 e 70%.

Gel filtragdo em coluna de Sepharose, utilizando como solvente de eluigéo
das células a agua destilada, apresenta uma recuperacdo de 30% das células

(BuBRICK, 1988).



A micropipetagem é utilizada para obtencdo de uma coldnia pura a partir
de uma unica célula, diminuindo consideravelmente o percentual de contaminacgéo;
uma variacdo mais sofisticada desta técnica € a de micromanipulagdo (BUBRICK,
1988).

O método de fragmentagdo de talo esta entre os mais utilizados para
isolamento dos fotobiontes. Neste, o talo € macerado e pedagos sédo selecionados,
colocados para crescimento em meio mineral, onde ocorrera o crescimento das
algas. Entretanto, um inconveniente a ser considerado é o elevado indice de
contaminacgdo, principalmente por bactérias e algas epifitas, que vém a ser
organismos que utilizam o talo do liquen como substrato para se desenvolver, sem
dependéncia fisiolégica com qualquer um dos biontes (BUBRICK, 1988).

QOutra técnica utilizada € a descrita por YAMAMOTO, 1985, adaptada por
STOCKER-WORGOTTER (1995), onde o liquen cortado em pedacos, lavado em agua
corrente, em twen 80% e agua estéril. Os pedacgos sdo entdo macerados e filtrados
em membranas de diferentes porosidades. O retido é selecionado em lupa e
incubado em meio LBM sdlido, contendo extrato de solo, com o objetivo de obter

coldnias isoladas.

1.4 Trebouxia

Esta alga € encontrada como fotobionte na grande maioria dos fungos
liquenizados, caracterizada como pertencente a Ordem Pleuratales (MATTOX e
STEWART, 1984 citado por AHAMADJIAN, 1993) ou Micrithaminales (MELKONIAN e
PELVELING, 1988 citado por AHAMADJIAN, 1993).

Trebouxia pode ser reproduzida em cultura, seja através de autésporos ou

zodsporos, sendo formados por clivagem do protoplasma celular (AHAMADJIAN,



1967). Estes s&o células com parede celular rigida, um par de flagelos, os quais
fornecem capacidade de movimentagdo a célula; aqueles sdo como células
vegetativas em miniatura, e caracteristicamente mais resistentes a variagdes
ambientais que os zodsporos, tais estruturas sdo formadas pela interrupcdo na
formagéo de zobsporos e consequente deposigdo de parede celular ou diretamente
por clivagens sucessivas do protoplasma e subsequente deposicdo de parede
celular.

Esta alga apresenta um melhor crescimento em condigdes heterotroficas,
ou seja, em meios contendo fonte de nitrogénio como, aminodacidos, peptona ou
hidrolisado de caseina. Por crescer heterotroficamente cria-se um paradoxo, pois se
acredita que a alga tenha papel como suporte fotossintético ao talo do liquen. Sendo
assim o que possibilitaria o crescimento in vivo da Trebouxia seria a existéncia de
uma translocagdo de nutrientes na associagdo, podendo entdo criar no talo um
ambiente propicio para este tipo de crescimento. Estudando a translocagéo dos
nutrientes, observou-se que esta se orienta da alga para o fungo, mas tal estudo foi
realizado apenas para alguns tipos de compostos. A idéia de que a alga possa
receber nutrientes do fungo, explicaria o porque de em culturas isoladas, esta
apresentar preferéncia por meios organicos e, por sofrer um aporte de nutrientes
pelo micobionte, poderia gerar um aumento de produtos liberados da alga para o

fungo (AHMADJIAN, 1993).

1.5 Ramalina celastri

Caracteristicamente um ascoliquen fruticoso, pode ser encontrado no alto
de troncos de arvores, onde esta sujeito a maior iluminagéo solar, o que otimiza sua

capacidade fotossintética. Fixa-se ao substrato por meio de um disco basal, é



caracterizado por apresentar talo arbustivo, sélido e corticoide, ramos lanceolados
desprovidos de sorédios. Pode apresentar pseudomicelas dispostas linearmente no
talo, na superficie superior e inferior, além de apresentar ascdsporos fusiformes. O
liquen Ramalina celastri € comumente encontrado no Brasil e em outros paises
tropicais, ocorrendo em altitudes entre 600-1100m (KASHIWADANI e KALB, 1993).
Diversos estudos tém sido desenvolvidos no Laboratério de Quimica de
Carboidratos de Liquens do Departamento de Bioquimica da Universidade federal do
Parana, utilizando o liquen Ramalina celastri. As glucanas de R. celastri foram
estudadas por MICENO et al. (1991); foi obtida uma a-glucana com ligagdes (1—-3) e
(1—4) na propor¢cédo molar de 3:1. Foram ainda encontradas evidéncias para a
presencga de uma B-D-glucana ligada por (1—-3), (1—4) linear e uma a-D-glucana
linear ligada por (1—3), (1—4). A atividade biolégica de tais moléculas foi testada em
sua forma nativa e quimicamente alterada. Derivados sulfatados apresentaram
maxima atividade anti-coagulante em concentragdes de 13 e 18ug.ml™ (STUELP,
1997) e atividade anti-tumoral com uma inibicdo de 59% do crescimento do sarcoma
180 em camundongos na concentragdo de 20mg.ml’. Outro polissacarideo
encontrado caracteriza-se por, uma a-manana linear com ligagées (1—3), (1-56),
presente tanto na célula do fotobionte, quanto no meio de cultura liquido, sendo esta
~ crescida em meio rico (TM, contendo peptona e glucose) (Cordeiro ef al., 2003) ou
pobre, meio essencial de sais, BBM 3N (RuUTHES, 2003). Ainda quando este
fotobionte foi crescido em meio enriquecido (TM) pode ser observada grande
presenca de amido, correspondendo a 3,8% do material obtido, enquanto quando
este é crescido em meio essencial de sais, a concentragdo de amido cai para 1%.
Para Ramalina celastri foram inicialmente descritas as técnicas de RMN 1D
e 2D, caracterizando estruturalmente os glicolipideos presentes neste liquen. Foram
obtidos glicoglicerolipideos (MACHADO et al., 1994) e uma galactosilceramida

(MACHADO et al., 1997).



1.6 POLISSACARIDEOS PRESENTES EM MICROALGAS VERDES

De maneira geral, algas verdes apresentam xilose, arabinose, ramnose,
manose, galactose e glucose, como componentes ndo celuldsicos da parede celular,
podendo apresentar também, aminoagucares e acidos urénicos. A celulose também
esta presente, mas em quantidade n&o tao proeminente, como observado em
plantas ditas superiores. Algumas algas podem perder totalmente a celulose de suas
paredes celulares (PERCIVAL e McDOWELL, 1981, citado por KONIG e PEVELING,
1984).

Em 1972 foi obtido um polissacarideo acido de parede celular da alga
verde Chlorella pyrenoidosa, € uma glucuronosilramnose foi isolada do seu
hidrolisado acido, cujas estruturas néo foram descritas. OGAWA et al. (1999) isolaram
um polissacarideo acido de Chlorella vulgaris a partir de uma solugdo comercial de
célula K-22, as quais apresentam altas taxas de acido glucurénico e ramnose. Do
hidrolisado do polissacarideo acido foi isolado um novo trissacarideo -
glucuronosilramnosilramnose, 0 qual parece ser um novo tipo de polissacarideo de
vegetal, uma glucuronoramnana. A estrutura deste trissacarideo acido foi
determinada como sendo uma a-D-glucopiranuronosil-(1—3)-a-L-ramnopiranosil-
(1>2)-a-L-raminopirose. Além do trissacarideo acido, trés oligossacarideos
constituintes do polissacarideo acido original tiveram suas caracteristicas estruturais
elucidadas: 2-O-metil-L-ramnose, 3-O-metil-L-ramnose e 3-O-a-D-glucopiranurosil-L-
ramnopiranose, corresponde a uma série de compostos de baixo peso molecular de
glucuronosilramnose, diferindo das séries conhecidas de galactopiranurosil-L-
ramnopiranose, como o0 2-O-a-D-galactopiranurosil-L-raminopiranose conhecidos
como constituintes de polissacarideos de vegetais, particularmente de mucilagens e
gomas (galacturonoramnanas) destes. Isto demonstra, como ja foi mencionado, que

o polissacarideo acido de Chlorella vulgaris € um novo tipo de polissacarideo



vegetal, correspondendo a uma glucuronoramnana, ou mais especificamente, uma
glucuronoramnoglicana.

YALCIN et al. (1993), realizando estudos com Chlorella sp. obtiveram como
resultado apds o cultivo da microalga um exopolissacarideo cuja estrutura nao foi
demonstrada, e que pela abundancia de residuos de acido glucurdnico, indica um
alto potencial como agente geleificante e emulsificador secundario.

As pectinas, polissacarideos presentes na parede primaria de todos os
vegetais (O’NEILL et al., 1990); sendo que a homogalacturonana (HGA) corresponde
a 60% do total de pectina nos vegetais (O'NEILL ef al., 1990; MOHNEN et a/., 1996). O
HGA & um polimero linear, composto de residuos de acido a-D-galactosilurénico

ligados em 1—4.

1.7 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS

A simbiose é benéfica para ambas as partes e permite que ocorram em
condigdes extremas de umidade e temperatura. No mundo, os fungos liquenizados
s&o representados por cerca de 13.500 espécies. Aproximadamente um terco destas
tém sido investigada com relagdo a compostos de baixo peso molecular, e parecem
produzir mais de 200 metabdlitos secundarios diferentes, muitos dos quais tém
apresentado atividade biologica (HUNECK, 1996). Menos de 100 espécies tém sido
estudadas acerca de seus polissacarideos (SASSAKI ef al., 2002) onde observa-se a
producéo de trés tipos principais de estruturas: a-glucana, B-glucana e galactomana
(GORIN et al. 1993; GORIN et al 1983). Tais polissacarideos liquénicos geralmente
podem ser isolados em quantia consideravel, assim acredita-se que tenham origem
a partir do fungo. Possibilidade esta corroborada por resultados de estudos do
conteudo de polissacarideos de micobiontes e ficobiontes de fungos liquenizados,

crescendo de maneira isolada, onde foi observado que o micobionte produz
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polissacarideos semelhantes aos produzidos pelo fungo liquenizado hospedeiro,
enquanto o ficobionte prod.uz polissacarideos diferentes (TAKAHASHI ef al., 1979).

A localizagcdo dos polissacarideos no liquen ndo € bem estabelecida,
podendo tanto fazer parte da parede celular do fungo ou glucanas de reserva,
quanto podem ser intracelulares ou parte do material intracelular, que compreende

ambas as células, da alga e do fungo (STONE e CLARKE, 1992).

1.8 FIXACAO DE CARBONO

A fotossintese é naturalmente o principal processo pelo qual o CO, é
fixado, por plantas e algas. Entre estes organismos € dada grande atencéo para as
microalgas. As vantagens da fixagdo de CO; pelas microalgas inclui: que coldnias
isoladas podem crescer em elevadas concentragdes de CO,; a biomassa € de rapido
crescimento, resultando em uma grande fixacdo de CO,; e as microalgas podem
crescer em condi¢bes extremas.

Quando os estudos sobre a utilizagdo de carbono inorganico foram
iniciados, alguns pesquisadores sugeriam que muitas algas eram capazes de utilizar
HCOs como fonte de carbono (STEEMANN e JENSEN, 1958); enquanto outros
sugeriam que as algas apenas responderiam ao CO; livre (KING, 1970; KING e
NoVAK, 1974). Apos realizagéo de estudos utilizando técnicas de espectrometria de
massa, ficou comprovado que tais células possuem capacidade de utilizar ambos,
CO; e HCOg3', para a fotossintese (BADGER ef al., 1994).

A habilidade de organismos fotossintéticos em usar o CO; para a
fotossintese, depende em partes das propriedades da Rubisco. Esta possui pouca
afinidade por CO,, provavelmente porque esta envolvida em uma atmosfera,
correspondente ao interior do cloroplasto, que tem niveis. muito elevados de CO-

gquando comparado com a atmosfera do meio. Organismos fotossintéticos,
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aquaticos, tais como microalgas tém se adaptado a baixos niveis de CO; através da
concentracéo interna de CO, (MORONEY e SOMANCHI, 1999).

Microalgas e cianobactérias respondem a limitagdes no carbono inorganico
dissolvido (CID) no ambiente extracelular, pela indugdo de fotossintese de alta
afinidade de CID, descrito como um mecanismo de concentragdo de carbono (MCC).
Tal mecanismo, MCC é conhecido por envolver gradientes fixos de carbono
inorganico dissolvido de CO, e HCO3 (GIERSCH, 2003), resultado da indugéo de
sistemas de transporte ativo de CO; e/ou HCO3 e, em algumas microalgas a
indugdo de anidrase carbonica extracelular (BADGER ef al., 1980; KAPLAN et al., 1994;
MATSUDA e COLMAN, 1995; MATSUDA et al., 1998; BEARDALL et al., 1998; SULTEMEYER
et al.,, 1998a; MORONEY e SOMANCHI, 1999). A aclimatagéo de células a condigbes
limitantes de CID é caracterizada pelo aumento da capacidade de acumular carbono
inorganico dissolvido intracelular contra o gradiente de concentracdo que eleva as
concentragcées de CO2 em torno da enzima da carboxilagdo, Rubisco, e desta
maneira reduz a inibi¢do da fixagdo de CO, pelo O, (Bozzo et al., 2000).

Espécies que utilizam o MCC acumulam alta concentragdo intracelular de
CO2 na tentativa de aumentar a eficiéncia da taxa de fixagdo de carbono pela
Rubisco, reprimindo a atividade fotorespiratéria da enzima, energeticamente
dispendiosa (CANVIN, 1990). O MCC envolve a retirada ativa de HCO3 e/ou CO; do
ambiente, e geralmente requer a atividade da enzima anidrase carbdnica (COLEMAN,
1998; LANE e MOREL, 2000a € b), para catalisar a interconversao destas espécies de
carbono inorgénico (SULTEMEYER, 1998b).

Muitas algas verdes e cianobactérias tém a habilidade de concentrar
carbono inorganico em resposta a sua variagdo externa durante o crescimento.
Quando as células sao expostas a baixos niveis de carbono inorganico, em solugdes
equilibradas com o ar ambiente (0,035% de CO;) é induzido o MCC para suprir

ativamente a rubisco (ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/ oxigenase) com CO;
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(A1IZAWA e MIYACHI, 1986; BADGER e PRICE, 1994). A sintese de pelo menos sete
polipeptidios € induzida concomitantemente com o mecanismo de concentragao de
carbono (MORONEY ef al., 1985; FUKUZAWA et al., 1990; RAWAT e MORONEY, 1991),
incluindo uma a-anidrase carbénica (FUKUZAWA et al., 1990). Estudos sugerem que
esta anidrase carbdnica € os sete polipeptidios induzidos acelerem o equilibrio das
espécies predominantes de carbono inorgénico, HCOs e CO; no exterior da
membrana plasmatica (MORONEY et al., 1985), deste modo permitindo -a entrada de
CO; na célula em uma taxa suficiente para sustentar a fotossintese.

A elevacdo nas concentragbes de CO, na atmosfera é considerada como
uma das causas de uma série de potenciais problemas ambientais, representados
pelo efeito “greenhouse” (SCHNEIDER, 1989). Sabe-se que o CO, atmosférico
aumentou aproximadamente 25% desde a Revolugdo Industrial, e que de maneira
geral, as caracteristicas fotossintéticas de algumas espécies de microalgas sao
afetadas pela concentragao de CO, presente no ambiente durante seu crescimento.
A afinidade de CO, para a fotossintese € maior em células crescidas sob condicdes
normais de CO,, do que para aquelas crescidas em elevadas concentragbes de CO-
(1-5% de CO2) (AIZAWA e MIYACHI, 1986; Tsuzuki e MiYACHI, 1989; RAVEN, 1991;
BADGER e PRICE, 1992; SULTEMEYER ef al., 1993). Algas crescidas em elevados
niveis de CO, apresentam uma reducgdo na producdo de O, o pH aumenta assim
que o CO2 € consumido, tornando-se limitante. Concomitantemente com estas
mudangas nas caracteristicas fotossintéticas, a concentragdo de CO, afeta as
estruturas intracelulares como pirendides, vacuolos de amido e a localizagao
mitocondrial (KAPLAN e REINHOLD, 1999; MIYACHI et al., 1986); membranas como a
dos tilacdides também exibem diferengas na ultraestrutura e/ou funcdo, quando
comparadas células crescidas em altas e baixas concentragcdées de CO, (MIYACH! et

al., 1986; Tsuzuki et al., 1986; BUGER et al., 1988).
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Organismos fotossintéticos que- concentram CO, enfrentam um problema,
visto que este pode facilmente se difundir através das membranas biologicas; outro
problema enfrentado se deve ao fato de que organismos como microalgas, séo
compostos por uma ou poucas células, com pronto acesso ao ambiente, e por isso
devem evitar a difusdo do CO, ao mesmo tempo em que permitam a entrada dos
demais nutrientes. As microalgas superam tal problema da difusdo de CO, por
acumular HCO3". Algumas espécies, quando estimuladas, apresentam a capacidade
de difundir o HCO3™ através das membranas, ocorrendo de forma mais lenta que o
CO2 (MORONEY e SOMANCHI, 1999). Ainda que, porque-o CO; € o substrato requerido
pela Rubisco, o acimulo de HCO3™ deve ser convertido a CO, antes que o carbono
inorganico fixado tome lugar. Isto parece ser acompanhado pelo empacotamento da
Rubisco no interior da célula algal, gerando CO- nesta localidade pela agdo de uma
anidrase carbdnica. Uma elevagdo local de CO, é criada, onde o0 CO, pode competir
com o O, no sitio ativo da Rubisco. Permitindo ao CO, ser utilizado para a
fotossintese antes que seja difundido da célula. Deste modo, microalgas que
concentram CO, empacotam a Rubisco em uma localizacdo muito especifica,
tendendo a concentrar e converter o HCO3™ a CO,, rapidamente no local da Rubisco
(MORONEY € SOMANCHI, 1999).

Na maior parte das microalgas a Rubisco ocupa uma localizagao
especifica. Nas cianobactérias encontra-se nos carboxissomos, em algas verdes,
nos pirendides. Estudos recentes corroboram a hipétese de que a localizagao da
rubisco € essencial para uma aquisicao eficiente de CO, do meio (MORONEY e
SOMANCHI, 1999).

A evidéncia fisiolégica para a existéncia da concentragdo de CO2 em
microalgas se deve a dois fatores. Primeiro, as algas s&o -muito eficientes retirando o
carbono inorganico do meio. S&o muito mais eficientes do que se esperaria para

células que mostram uma afinidade aparente por CO, de aproximadamente 1uM,
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contra o Kn(COz2) da Rubisco de cerca de 20uM. Em alguns casos as condi¢des de
crescimento da alga influenciam a afinidade da célula pelo CO,. As algas
unicelulares podem existir em dois -estados fisioldgicos, dependendo da
concentragdo de CO, e/ou pH, durante o crescimento. Com as células crescendo
com CO; elevado ou -baixo pH, aparentemente ha uma menor eficiéncia na
assimilacéo de carbono para fotossintese. As algas unicelulares seriam induzidas a
mudar de um estado fisiologico a outro, pela exposigédo a concentragbes apropriadas
de CO2 ou pH (SPALDING, 1989). Sendo assim, algumas espécies de algas quando
crescidas em elevadas concentragdes de CO, (aproximadamente 10 vezes a
concentragdo do ambiente) ndo s&o eficientes na aquisigdo de carbono inorgénico
(MATSUDA et al., 1998).-No -entanto, se esta mesma alga for crescida em condi¢des
limitantes de CO,, se torna muito eficiente na retirada de CO, e sua fixagao. Isto
implica que haja mecanismos de transportes indutiveis, decorrentes de tais
condigdes, poque a quantidade de Rubisco n&o é alterada durante a adaptacgéo de
altas para baixas condi¢cbes de CO,.

Segundo, o0 acumulo de carbono inorganico no interior da célula pode ser
mensurado diretamente. Na luz cianobactérias podem concentrar HCO3™ no interior
da célula mais de 100 vezes (MILLER ef al., 1990). Algas eucariéticas ndo séo téo
eficientes, mas podem acumular HCO3™ pelo menos 20 vezes a mais que 0s niveis
de CO, do ambiente. Transportadores de carbono inorgénico e a anidrase carbdnica
devem capacitar as células ao acumulo de HCO3 no interior da célula. A identidade
exata dos transportadores de carbono inorganico ainda é desconhecida. Trabalhos
recentes tém identificado alguns transportadores que podem representar papel
significante no acumulo de carbono inorgéanico (OKAMURA et al., 1997).

Cianobactérias quando crescidas sob condigbes limitantes de carbono
desenvolvem um mecanismo para transporte ativo de carbono inorgénico, o qual

pode conduzir as concentragdes intracelulares de carbono inorganico a um excesso
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de 1000 vezes a concentracéo extracelular do mesmo (KAPLAN et al., 1980; SHELP e
CANVIN, 1984; ESPIE e CANVIN, 1987; ESPIE et al., 1988a; MILLER et al., 1990; BADGER
e PrRiCE, 1992). CO, e HCOs sado transportados por sistemas separados e
independentes (ESPIE ef al., 1988a, 1988b; MILLER et al., 1988 PRICE et al., 1992:
SALON et al., 1996).

Em algas vermelhas os principais produtos da fixacdo de carbono sao
polissacarideos sulfatados da parede celular, amido, e carboidratos de baixo peso
molecular, como o floridosideo, digeneasideo, manitol e sorbitol (RAVEN et al., 1990;
KARSTEN ef al., 1999). A distribuigcdo do carbono fixado entre estes produtos finais €
influenciada por fatores ambientais, tais como, salinidade (REED et al., 1980;
WIENCKE e LAUCHLI, 1981), disponibilidade de nitrogénio (THEPENIER et al., 1985;
EKMAN ef al., 1991, MACLER, 1986), disponibilidade de luz (MACLER, 1986),
fotoperiodo e temperatura (MENG e SRIVATAVA, 1993). O principal carboidrato de
baixo peso molecular fotoassimilado nas algas vermelhas é o floridosideo (2-O-
glicerol-a-D-galactopiranosideo) (RAVEN et al., 1990; KARSTEN ef al., 1999), mas as
fungdes fisiologicas deste composto no acumulo de carbono, transporte e como um
regulador do balango osmético ndo foi bem elucidado (MACLER, 1986, 1988; EKMAN
etal., 1991).

A via para a fixagao fotossintética de carbono em algas verdes unicelulares
e filamentosas € a mesma que a de plantas do tipo C3. O ciclo de redugéo
fotossintética de carbono-C3 (PCRC), que tem o &cido 3-fosfoglicérico (3-PGA)
como primeiro produto estavel formado na fotossintese pela carboxilagao da ribulose
1-5 bifosfato (RuBP). Via esta elucidada pela primeira vez na alga verde unicelular,
Chlorella, por CALVIN e colaboradores (BAssHAM e CALVIN, 1957). Desde que a via foi
estabelecida utilizando a alga crescida em concentragdes elevadas de CO,
guestionava-se se a alta afinidade das células crescidas em concentragées de CO»

do ar, era devido a uma via diferente, com maior eficiéncia na fixagado de carbono.
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No entanto como dito anteriormente a via de fixagdo de carbono € a mesma para
diferentes concentragbes de CO,, variando apenas as respostas dadas pelas células
(SPALDING, 1989).

Em liquens, o fotobionte coloca em circulagéo, ou seja, disponibiliza mais
de 70% do carbono fixado fotossinteticamente, via sitio especifico de transporte de

membrana, para subsequente utilizagdo pelo micobionte (TAPPER, 1981).

1.9 CALCIO

O célcio tem papel importante no crescimento, desenvolvimento e
transducdo de sinais em plantas. Para o funcionamento das células vegetais €
necessaria uma regulagéo espacial da concentragé&o de calcio, sendo as bombas de
Ca* e os antiportes Ca®'/H" os principais mecanismos pelos quais as células
vegetais acumulam calcio nas organelas (FOX e GUERINOT, 1998; SzE et al., 2000).

Nas células vegetais, as bombas Ca®*" sdo vitais na regulagdo da
concentracao citosolica de calcio, sendo amplamente distribuidas nas membranas,
incluindo a membrana plasmatica, do vacuolo e do reticulo endoplasmatico (SEE et
al.,, 2000). Estudos recentes sugeriam que as bombas Ca®" se localizassem no
aparato de Golgi (CANUT et al., 1993; LOGAN e VENIS, 1995), mas nenhuma evidéncia
tinha sido provada que esta organela devesse ter papel na captura de célcio, até o
estudo realizado por ORDENES et a/ (2002), onde utilizando a tapsigargina, um
inibidor de Ca*ATPase animal do reticulo sarcoplasmatico, foi comprovada a
atividade de captura e evidenciado o acumulo ativo de calcio na vesiculas do
aparato de Golgi de células vegetais.

O calcio como transdutor de sinais, atua de diversas maneiras, podendo
estar envolvido na sintese de polissacarideos, onde a UDP-galactose é o substrato

utilizado para a sintese de polissacarideos n&o celuldsicos, como xilo-glucanas,
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galactomananas, ramnogalatorunanas | e |l, proteoglicanas como arabinagalactanas
e glicoproteinas (CARPITA e McCANN, 2000). Sendo entdo, a incorporagédo de
galactose nestas macromoléculas catalisada por galactosiltransferases, localizadas
no aparato de Golgi (REID, 2000). O arranjo topolédgico destas faz necessario o
transporte de UDP-galactose do citosol para o limen do Golgi, onde ocorre a sintese
dos polissacarideos. Por essa razéo é provavel que a sintese de polissacarideos de
parede celular contendo galactose, assim como a galactosilagdo de outros
aceptores, como glicoproteinas e lipidios, realizada no lUmen do Golgi de vegetais,
possa depender do transporte de UDP-galactose.

Evidéncias foram reportadas para a localizagdo subcelular das
glicosiltransferases responsaveis pela biossintese de pectina. Resultados de
tratamento in vivo e analises imunocitoquimicas sugerem que a pectina € sintetizada
no aparato de Golgi (NORTHCOTE e PICKETT-HEAPS, 1966; HARRIS € NORTHCOTE,
1971; STAEHELIN e MOORE, 1995). Estudos imunocitoquimicos usando anticorpos
que reconhecem a  homogalacturonana, polissacarideo  péctico e
ramnogalacturonana, sugerem que estes polissacarideos sao sintetizados no interior
de diferentes compartimentos do aparato de Golgi (ZANG e STAEHELIN, 1992) e sédo
transportados do Golgi em vesiculas até sua fusdo com a membrana plasmatica. Os
polissacarideos s&o entdo liberados no espago extracelular e incorporados na
parede (NORTHCOTE e PICKETT-HEAPS, 1966). Sendo assim, o calcio se faz
necessario como importante transdutor de sinais, ativando a formacao de vesiculas
para o transporte dos polissacarideos sintetizados. Nenhuma ligacdo direta foi
encontrada, do calcio, na sintese de polissacarideos, mas sabe-se que esta
indiretamente  relacionado com esta, na sinalizagcdo de vesiculas,

galactosiltransferases, e da UDP-galactose.
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2 JUSTIFICATIVA

O Laboratério de Quimica de Carboidratos do Departamento de Bioquimica
e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana iniciou seus trabalhos com
culturas de biontes isolados de fungos liquenizados com o isolamento do fotobionte
do género Trebouxia do liguen Ramalina celastri (Reis, 2000) e com a
caracterizagédo dos polissacarideos presentes neste fotobionte (Cordeiro, 2000;
Cordeiro et al., 2003). Atualmente a associagdo com o grupo de pesquisa de cultivo
de biontes de fungos liquenizados da Universidade de Salzburg (Austria), chefiado
pela professora Elfriede Stocker-Woérgétter, possibilitou o isolamento de outros
biontes. Sendo assim o Laboratério vem desde entdo isolando e mantendo cultura
de biontes liquénicos isolados para o estudo de seus componentes polissacaridicos
e lipidicos.

O cultivo de fungos liquenizados e de seus biontes justifica-se pela nao
necessidade de se fazer uma extragcdo excessiva dos mesmos do ambiente,
mantendo-se assim a integridade ecoldgica de muitas espécies.

O estudo focado na fixagado de carbono torna-se interessante por nao se
apresentar de forma totalmente compreendida, ou seja, ainda gera muitas duvidas,
tais como, como organismos com mecanismo de concentracdo de CO, véao
responder ao aumento atmosférico dos niveis de CO; (efeito estufa), a partir desta
capacidade de concentragdo de CO,. O resultado seria um pequeno aumento na
fotossintese; ou até que ponto o aumento atmosférico dos niveis de CO, provocara
um favorecimento ou uma retroalimentacdo negativa, esta ultima observada em
experimentos com elevadas condi¢gdes de CO,. Por estes e outros motivos o estudo
de fixacdo de carbono torna-se relevante, além de ser biotecnologicamente
interessante, no que se refere ao aumento de produgdo de compostos, como 0s

polissacarideos, e ao seu custo relativamente baixo.
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Para otimizar as condi¢ées de crescimento da alga isolada do liquen
Ramalina celastri, buscando fontes alternativas de carbono, e tomando como base
evidéncias de que o calcio transduz sinais para a sintese de polissacarideos no
aparato de Golgi, além da observacdo da relacdo existente entre a sintese de
polissacarideos ndo celulésicos e a referida organela, a utilizacdo do calcio, no
cultivo, torna-se uma ferramenta interessante, para verificagdo de uma possivel
relacdo direta entre sua concentragdo e 0 aumento da biossintese de

polissacarideos, que néo a celulose.
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3 OBJETIVOS

& Otimizar condicdes de crescimento da alga isolada do liquen
Ramalina celastri, buscando fontes alternativas de carbono;

& Otimizar as condi¢gdes de cultivo em meio “pobre” buscando
aumentar a producédo de polissacarideos que nao o amido;

7% Testar concentragbes de CO, e HCO3', na produgéo de biomassa e
polissacarideos;

7+ Testar concentragdes de Ca'", na producdo de biomassa e
polissacarideos;

#¥ Buscar um maior rendimento de agucar por grama de biomassa;

#¥ Analisar caracteristicas morfolégicas (citometria) e fisiologica das

células (quimica), quando cultivadas em diferentes meios.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ISOLAMENTO DO FOTOBIONTE

O fotobionte do fungo liquenizado Ramalina celastri foi isolado do talo
liquénico utilizando a técnica descrita por REis (2000), onde o talo do liquen é
cortado em pedagos de aproximadamente 1cm?, os quais s&o macerados em graal e
pistilo, utilizando 10ml de agua destilada. Em sequéncia, o material € peneirado em
peneira fina, originando fragmentos retidos e o peneirado. O material retido em
peneira € lavado em agua corrente durante 30 minutos € em seguida em agua
destilada. O material peneirado € centrifugado por 5 minutos a 100 x g visando a
remogao de restos de talo, ressuspenso em agua destilada e em seguida,
centrifugada a 400 x g durante 5 minutos esperando a obtengéo de algas livres,
provenientes do talo, sendo entao ressuspenso em 5ml de agua destilada (BUBRICK,
1988). Os fragmentos de talo e aliquotas de 0,1ml do material centrifugado séo
incubados em meio de sais (BBM) liquido (AHMADJIAN, 1993), onde s&o cultivados

em sala de cultivo, a temperatura de 21° C + 2°, e fotoperiodo de 12h.

4.2 MANUTENCAO E CRESCIMENTO DAS COLONIAS

As colénias utilizadas como pré-inéculo foram crescidas e mantidas, em
meio BBM 3N, em sala de cultivo a temperatura de 21° C + 2°, luz incidente de 45
mol.m?s™?, com 12 horas de fotoperiodo, a partir de inéculo inicial de 1.10°
células/ml. Tais condigdes de luz, temperatura e fotoperiodo foram padronizadas por
REls (2000), e a partir de entdo repetidas nos demais experimentos.

Na tentativa de otimizar as condi¢cées de crescimento da alga isolada do

liguen Ramalina celastri, buscando fontes alternativas de carbono, suas culturas
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foram mantidas em sala de cultivo a temperatura de 24° C + 1°, com luz incidente de
45 mol.m?s™ e 24 horas de fotoperiodo, a partir de inoculo inicial de 1.10°

células/ml.

As células do fotobionte foram crescidas em frascos de 60 ml, contendo 10
ml de meio BBM 3N, variando concentragdes de bicarbonato (HCOj3), calcio e
porcentagem de didoxido de carbono (CO,). Cada tratamento foi cultivado em

triplicata, e crescido durante 14 dias.

4.3 MEIO DE CULTURA

4.3.1 BBM - Bold’s Basal Medium confeccionado segundo AHMADJIAN, (1993).
| — Seis solugbes estoque:

Preparar cada solugdo em 400ml de agua.

NaNOz 10,0g MgS04.7H,O0  3,0g
KH2P04 7,09 CaC|2 1 ,OQ
K:HPO4 3,0g NaCl 1,0g

Adicionar 10ml de cada solucédo estoque, e completar o volume com agua até
1000ml (Parte ).

Il — Quatro solugbes de sais:

1) H3BO3 11,42g/L 3) MoO3 0,71g/!

2) FeS04.7H,0  4,98g/L CuSO45H,0  1,57glL
ZnS047H,0  8,82g/L Co(NO3)s.6H.0  0,49g/L
MnCl,.4H,O  1,44g/L 4)EDTA  50,0g/L e KOH 31,0g/L

Adicionar 1ml de cada uma das solucdes de sais na Parte |.

Para uma concentragdo maior de nitrato, caracterizando o meio BBM 3N,
multiplica-se por 3 a quantidade de nitrato colocada no meio e completar o volume

com agua até 1000ml.
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4.3.2 Meio TM - Meio para Trebouxia

O meio para Trebouxia também é denominado meio rico. Para sua
confeccao utiliza-se:

- 10g de peptona (1%);

- 30g de glucose (3%);
Para 1000ml de meio BBM, preparado como descrito anteriormente.

Para preparar o meio no estado sdélido, adiciona-se, 20g de agar,

correspondendo a 2%, de 1000ml de meio, sendo este, BBM ou TM.

4.4 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CRESCIMENTO

Para obter uma otimizacéo das condi¢des de crescimento foram variadas
as condicbes que se referem a temperatura, fotoperiodo, fontes de carbono
inorganico, porcentagem de CO; e concentragdo de calcio presente no meio de

cultivo.

4.4.1 Cultivo Bicarbonato (HCO3’)

O cultivo do fotobionte isolado do fungo liquenizado Ramalina celastri,
variando as concentragdes de HCO3 foi primeiramente padronizado, utilizando como
base uma solugdo méae de bicarbonato 0,16 mol/L, referindo-se ao bicarbonato de
sodio, sendo que para 500ml de solugéo utiliza-se: 13,61g NaHCO3

4,03g Na;COs

0,50g KoHPO4
Modificado do meio SAG (Sammlung von Algenkulturen (SAG) ), descrito por
SCHLOSSER (1982), para Spirulina platensis e Spirulina maxima, modificado de AiBA €

OGAWA (1977) (www.bio.utexas.edulresearch/utex).


http://www.bio.utexas.edu/research/utex
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Para determinar o intervalo que apresente melhor crescimento do
fotobionte, este foi entdo cultivado nas concentragdes 0, 0,02, 0,04, 0,08 e 0,16
mol/L de HCO3s. Apds padronizado o intervalo de crescimento, 0 a 0,08 moliL,
correspondente a 0, 0,84, 1,68, 2,52, 3,36, 504, 588, 6,72 mg/ml. Os cultivos
seguintes foram realizados com e sem adigdo de CO,, equivalente a 10%.

O COq utilizado para os experimentos foi proveniente de uma solugéo 1M
de bicarbonato de sédio (NaHCO3), e acido cloridrico (HCI) 6M. Com a combinacgéo
destas solugdes, forma-se cloreto de sddio (NaCl) e acido carbénico (H,CO3) que se
dissocia, formando agua (H20) e gas carbdnico (CO,). Este é desprendido, e por
diferenca de pressdo, ocupa o0 espago de uma seringa estéril de 5 ml, a partir da
qual sera injetado nos frascos, onde foi desenvolvido o cultivo das células, passando
antes através de um filtro também esteéril, cuja porosidade é de 0,22 um, evitando

ao maximo um possivel contaminagéo.

4.4.2 Cultivo Célcio (Ca®)

As células foram crescidas variando também a concentragdo de calcio
presente no meio BBM 3N, sendo a concentragdo de calcio em 10 ml de meio
2.5x107 g/ml. Esta concentragcdo de calcio foi variada em 2, 4, 10 e 20x, e
determinada a utilizagdo das concentragbes correspondentes a 4 e 10x,
correspondente a 1x10%g/ml e 2,5x102 g/ ml, respectivamente. Tendo determinado
este intervalo de concentragdes, os cultivos seguintes foram crescidos nas

concentragdes padrao, 4 e 10x, com e sem adi¢do de uma atmosfera de COs-.

4 .4.3 Cultivo bicarbonato e caicio

Tendo determinado o intervalo étimo de crescimento do fotobionte, tanto

para as concentragdes de HCO3 quanto para as de célcio, os tratamentos foram
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combinados, na tentativa de otimizar a biomassa de células. Para isto foram feitas

combinagdes como mostrado na tabela 1.

TABELA 1 COMBINAQOES BICARBONATO E CALCIO

[HCO3'] mol/L [HCO3] mg/ml [CALCIO] g/ml

0 0 2,5x10°

0 0 1x107?

0 0 2,5x1072
0,04 3,36 2,5x107
0,04 3,36 1x107
0,04 3,36 2,5x107
0,08 6,72 © 2,5x10°
0,08 6,72 1x1072
0,08 6,72 2,5x10

~ Tabela apresentando as combinacdes utilizadas para confecgao dos tratamentos analisados
durante o presente estudo, quando combinadas as concentragdes de bicarbonato e calcio.

Nas combinagdes acima, as células do fotobionte foram crescidas com e

sem adi¢do de CO,, sob as condigbes previamente descritas.

4.4.4 Cultivo porcentagem de CO»

Segundo dados da literatura, ao aumentar a concentragéo de CO2 no meio,
ha um aumento do carbono fixado, até uma concentracdo limite, onde ha um
desfavorecimento do desenvolvimento das células. Para verificar as melhores
concentragcdes de CO, para o cultivo deste fotobionte foram feitos tratamentos,
crescendo as células no meio basico de sais, BBM 3N com a adicdo de CO,,
equivalente a 10, 20, 30, 40 e 50% o volume do frasco onde as células estavam

sendo crescidas.



26

4.5 HIDROLISE ACIDA TOTAL

As amostras a serem hidrolisadas, 5 mg da biomassa de células, foram
tratadas com solucéo aquosa de TFA 1M (Acido tri-Fluoracético), durante 8 horas a
100°C. Posteriormente, o TFA remanescente foi removido por evaporacéo a secura
das solugdes hidrolisadas. As amostras foram entéo levadas a redugéo e acetilagéo.

Os produtos de hidrélise foram reduzidos com borohidreto de sédio, em
temperatura ambiente por 12h, em pH 10 (WOLFROM e THOMPSON, 1963a). Apos este
periodo, os ions sodicos foram retirados por tratamento com resina catidnica. A
solucgéo foi filtrada em algodao e levada a secura em evaporador rotatério. O acido
boérico formado foi eliminado na forma de borato de trimetila, através de co-
evaporagao com metanol.

Os alditois formados foram acetilados com anidrido acético: piridina (1:1,
vIv), overnight a temperatura ambiente (WOLFROM € THOMPSON, 1963b). A reégéo foi
interrompida por adigdo de gelo e os acetatos de alditdis foram extraidos com
cloroférmio. A piridina residual, ainda presente na fragdo cloroférmica foi removida
por complexagdo com sulfato de cobre 2%. Apds completa remocéo da piridina, o
cloroférmio foi evaporado e os alditdis acetatos analisados por GLC (Cromatografia
Liguido Gasosa) e GLC-MS (Cromatografia Liquido Gasosa Acoplada a

Espectrometria de Massa).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CULTIVO BICARBONATO (HCO3)

Para a determinagdo das concentragées de HCOj, onde houvesse um
melhor desenvolvimento das células, estas foram crescidas em frascos de 60 ml,
contendo 10 ml de meio BBM 3N, variando a concentragdo de HCO3™ adicionada, no
intervalo de 0 a 13,44 mg/ml. Tais concentragées foram determinadas, pela
possibilidade de solubilidade no volume de meio determinado, assim como por
observacéo de relatos da literatura (SCHLOSSER, 1982, modificado de AIBA e OGAWA,
1977, www.bio.utexas.edu/research/utex). Apds um periodo de 30 dias o cultivo foi
finalizado, o meio de cultura centrifugado para separar as células, lavado com agua
destilada, para a retirada do excedente de sal do meio, diminuindo assim a
interferéncia na biomassa de células. A biomassa celular foi liofilizada para obtengéo
do rendimento em peso seco. O periodo de 30 dias foi determinado, através de
observagdes anteriores para o desenvolvimento deste estudo, caracterizando-se por
ser o tempo de vida das células, sob as condi¢des de cultivo determinadas. Este
cultivo foi realizado, sob condi¢des de aerag&o, ou seja, os frascos foram mantidos
em agitador, possibilitando trocas gasosas. Este sistema permite a manutengdo das
células por um periodo maior de tempo, resultando em um rendimento maior de

biomassa quando comparado ao cultivo realizado sem aeragao.


http://www.bio.utexas.edu/research/utex
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GRAFICO 1 PRE-CULTIVO VARIANDO A CONCENTRAGAO DE BICARBONATO DE SODIO ADICIONADA
AO MEIO BBM 3N.

CONCENTRACAO BICARBONATO
1200

1000

8

9 oma g G

200

0

0 168 3,36 6,72 13,44
853sem CO. [NaHCO,]mg/ml

* Gréfico relacionando a concentragdo de NaHCO03 (mg/ml) pela biomassa de células (g.l10”/ml),
quando as células foram cultivadas por um periodo de 30 dias, em sistema aberto, em meio essencial

de sais (BBM 3N).

No gréfico 1 abaixo, pode ser observada a representacdo dos resultados
deste cultivo, representando a biomassa de células (g.10'4ml) pela concentracdo de
HCO3' (mg/ml). Este e os demais graficos foram construidos, utilizando a média dos
rendimentos de cada tratamento, os quais foram realizados em triplicata e repetidos
para confirmacéo dos resultados.

Neste grafico pode ser observado que as concentracOes que apresentam
maior biomassa correspondem a 0 e 3,36 mg/ml de HCO3'. Na concentracdo de
13,44 mg/ml de HCO3' pode ser observado grande decréscimo na producio de
biomassa, tal resultado pode estar refletindo a situacdo descrita na literatura, que
algas, e plantas em geral respondem ao aumento dos niveis de carbono inorganico,
até um ponto em que este se torna limitante ao crescimento, passando a inibir 0
desenvolvimento das células. Neste caso pode-se considerar que foi atingida a

concentracdo limitante para o desenvolvimento do fotobionte cultivado. Sendo
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assim, as ceélulas do fotobionte foram entdo crescidas em um intervalo menor de
concentracbes, entre 0 e 6,72 mg/ml de HCO3" tentando eliminar o limite de
crescimento, visto que o interesse do presente estudo esta voltado para a otimizagao
das condi¢fes de crescimento do fotobionte isolado do fungo liquenizado Ramalina
celastri.

No gréfico 2 & seguir podem ser observados os resultados de biomassa
(9.10'4ml) pela concentracido de HCO3' (mg/ml), no intervalo entre 0 e 6,72 mg/ml,
determinado pelo experimento demonstrado no grafico 1, sendo o fotobionte
crescido tanto auséncia quanto na presenca de CO2, mas em um sistema fechado,
pela impossibilidade de cultiva-lo sob aeracao, devido a falta do equipamento. Neste
caso e nos demais experimentos discutidos a seguir, as células foram crescidas em
sistema fechado, e mantidas por um periodo menor, quando comparadas com 0O
tratamento representado pelo grafico 1. O cultivo de 30 dias passa a ser de 14 dias,
se este periodo for estendido, as células cultivadas nos frasco onde ha adicdo de
CO2 morrem, adquirindo uma coloracdo amarelada, visivel. Esse fato também pode
estar demonstrando que quando algas sdo crescidas em niveis elevados de CO2
com relacdo aos niveis atmosféricos, estas apresentam uma reducdo na producao
de 0 2, restringindo ainda mais as possibilidades de trocas gasosas. A partir destas
observacdes foi delineado o experimento, ou seja, as condi¢cdes sob as quais todos
os tratamentos realizados foram submetidos. Os cultivos seguintes foram entdo
realizados nas concentracGes 0 mg/ml, utilizada como controle, e uma vez que nao
houve grande diferenca entre o intervalo de concentracdes de HCOS3,
correspondente a 2,52 e 5,04 mg/ml, foi utilizada a concentracdo 3,36 mg/ml, que
corresponde a metade da méaxima concentracdo utilizada, e 6,72mg/ml,
correspondendo a maxima concentracdo utilizada, onde ndo houve grande limitacdo
no crescimento das células algais (grafico 1) e apresentando uma maior biomassa

de células, neste segundo experimento, utilizado como padrdo para os tratamentos
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seguintes.

GRAFICO 2 PRE-CULTIVO VARIANDO A CONCENTRAGAO DE BICARBONATO DE SODIO ADICIONADA
AO MEIO BBM 3N, COM E SEM ADICAO DE C02

CONCENTRACAO BICARBONATO

0 084 168 252 336 4.2 504 5838 6,72

[NaHCOJmg/ml
Osem C02 mcom CO02

* Grafico relacionando a concentracdo de NaHCO03 (mg/ml) pela biomassa de células (g.104ml),
quando as células foram cultivadas por um periodo de 14 dias, em sistema fechado, em meio
essencial de sais (BBM 3N), com e sem adicdo de C02, correspondendo a 10% do volume do frasco

onde esta sendo mantido o cultivo.

Tendo determinado o intervalo de crescimento para o fotobionte isolado do
fungo liquenizado Ramalina celastri, para a concentracdo de HCO3' adicionada no
meio de cultivo (BBM 3N), as células deste foram crescidas nas concentracfes, 0
mg/ml referente ao controle, 3,36 mg/ml e 6,72 mg/ml, correspondendo a
concentracdo média e maxima de HC03', respectivamente (grafico 3). Ao término o
cultivo, da mesma maneira que a descrita para o tratamento demonstrado no grafico
1, o pH do meio foi medido, apresentando uma variacdo equivalente, tanto quando

as células foram crescidas em meios na auséncia quanto na presenca de CO2. Pode
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ser observado que o pH aumenta, com o aumento da concentracdo de HCO3"
adicionada no cultivo, sendo o pH inicial de todos os tratamentos, correspondente a
7,0, ou seja neutro. Este aumento pode estar relacionado: diretamente com a adigcao
do HCO3 no meio, implicando que as células nao estariam retirando de forma
eficiente esta fonte de carbono inorganico do meio; ao fato de que as células estdo
incorporando o carbono inorganico e acumulando na forma de HCO3', o que impede
que o COz2 presente no meio, tanto pela sua adicdo, quanto pelo seu nivel normal
atmosférico, se difunda da célula, permitindo a fixacdo do carbono; ou ainda ao fato

de que assim que o CO2 é consumido, h4d um aumento do pH.

GRAFICO 3. CULTIVO VARIANDO A CONCENTRAGAO DE BICARBONATO DE SODIO ADICIONAD AO MEIO
BBM 3 N, COM E SEM ADICAO DE C02

CONCENTRACAO BICARBONATO

0 3,36 6,72
D sem co2 ~ com C02 [NaHCO03m g/mL

* Gréfico relacionando a concentracdo de NaHCO03 (mg/ml) pela biomassa de células (g.104ml) pelo
pH final do meio, quando as células foram cultivadas por um periodo de 14 dias, em sistema fechado,
em meio essencial de sais (BBM 3N), com e sem adicédo de C02(10%), tendo pH 7,0, inicial.

No grafico 3 pode ser observado que com o aumento da concentracdo de
HCo03', hd um aumento na biomassa, tanto quando as células foram cultivadas com
adicdo ou ndo de CO2. Fato este condizente com as vantagens apresentadas pela

fixacdo de CO2 pelas microalgas, ou seja, que estas sdo capazes de em colbnias
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isoladas crescer em elevadas concentragdes de CU2, sendo a biomassa de rapido
crescimento. O CO2 é utilizado, assim como o HCO3', pois sdo transportados por
sistemas diferentes (Espie et al., 1988a, 19886; Miller et al.,, 1988; Price et al.,
1992; Salon et ai, 1996), podendo entdao fazer com que o fotobionte responda de
maneira diferente a diversos estimulos. Tal resposta pode ser observada, quando
comparados os graficos 1, onde foi apenas utilizado HCO3", e os demais graficos,
onde foi variada a concentragdo de HCO3"e também adicionando ou ndo uma

atmosfera extra de C02

5.1.2 Cultivo com Calcio

Tomando como base evidéncias de que o calcio transduz sinais para a
sintese de polissacarideos no aparato de Golgi, além da observacdo da relacdo
existente entre a sintese de polissacarideos ndo celuldsicos e a referida organela, a
utilizacdo do calcio, também foi testada. Nos experimentos envolvendo diferentes
concentragcdes de célcio no meio de cultivo, assim como nos experimentos
envolvendo diferentes concentracfes de HCO03, foi realizada uma primeira triagem.
Baseado no meio BBM 3N, onde a concentracdo de célcio corresponde a 2,5x10'3
g/ml, foi sugerida uma variacdo desta concentracdo. Visto que nenhum relato foi
encontrado na literatura, a respeito de qual seria a concentragcdo mais adequada de
célcio para otimizacdo do crescimento de algas, assim como para a producao de
polissacarideos, as concentragdes sugeridas como variantes foram 2, 4, 10 e 20x, a
concentracdo de calcio do meio BBM 3N, correspondendo a 5x10'o, 1x10 O, 2,5x10'0
e 5x10'29/ml. A curva de variacdo das concentracdes € mostrada no gréfico 4 a
seguir. Observando os dados representados no grafico, foi determinado que as
concentracdes de calcio para o desenvolvimento do cultivo seriam de 2,5x10'3y/ml,
como controle, 1x10'Zy/ml, como uma média do desenvolvimento de biomassa e

2,5x10'Qg/ml, como o méximo de desenvolvimento de biomassa. Ao término do
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cultivo, ap6s 14 dias, o pH foi medido, podendo ser observada uma acidificacdo do
meio assim que a concentracdo de calcio é aumentada, e de forma mais acelerada

no meio onde foi adicionado CO2.

GRAFICO 4. CULTIVO VARIANDO A CONCENTRAGAO DE CALCIO ADICIONADA AO MEIO BBM 3N, COM E
SEM ADICAO DE C02

CONCENTRACAO CALCIO
0JUG25 0j005 0Jo1 0025 0JD5
O sem CO, mcomCOj [Ca2*]g/mlI

* Grafico relacionando a concentracdo de CaCl2 (g/ml) pela biomassa de células (g.104ml) pelo pH
final do meio, quando as células foram cultivadas por um periodo de 14 dias, em sistema fechado, em
meio essencial de sais (BBM 3N), com e sem adi¢do de C02(10%), tendo pH 7,0, inicial.

Uma possivel explicacdo para a acidificacdo do meio corresponde a
possibilidade de o célcio estar sendo utilizado para a sintese de polissacarideos nédo
celuldsicos acidos, pois sabe-se que o calcio de alguma forma influencia a sintese
de polissacarideos de parede celular, e que algas verdes de maneira geral podem
apresentar parede celular composta de polissacarideos acidos, assim como produzir

exopolissacarideos acidos que se complexdao com o calcio.
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5.1.3 Cultivo bicarbonato e calcio

Apos andlise dos dados de cultivo, apresentados anteriormente, variando
as concentracdes de HCO3"e calcio, na auséncia e na presenca de CO2, buscou-se
otimizar as condicbes de crescimento, combinando os dois tratamentos. O
resultados das combinacdes pode ser observado no grafico 6, onde a maior
biomassa esta representada pela combinacéo de 0,08 mol/L (6,72 mg/ml) de HCO3
com 2,5x10'2g/ml de célcio, tanto quando foi adicionado CO2, quando este nao foi
adicionado. Analisando separadamente os tratamentos, ou seja, levando em
consideragcdo, em um primeiro momento apenas a variagdo da concentracdo de
HCO3", os resultados conferem com os observados no grafico 3. Assim como
quando analisa apenas a variacdo da concentracdo de calcio, os resultados
conferem com aqueles apresentados no grafico 4.

Passando a analisar a combinacdo dos tratamentos, HCO3" e calcio,
observa-se que com o0 aumento da concentracdo de célcio ha um aumento da
biomassa, com excecdo da combinacdo de 3,36 mg/ml (0,04 mol/L) de HCo03 e
1x10'2 g/ml de célcio, ou seja, 4+4, onde ha uma maior biomassa do que na
combinacdo 3,36 mg/ml HCO3' e 2,5x102 g/ml, o que confere com os dados

apresentados no grafico 5, no que diz respeito a concentracédo de calcio.
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GRAFICO 6. CULTIVO COMBINANDO AS CONCENTRACOES DE BICARBONATO E CALCIO
SELECIONADAS DE ACORDO COM A TABELA 1, COM E SEM ADICAO DE C02

CONCENTRACAO BICARBONATO E CALCIO

EDsem CO, H comCO02 [HCO3] mg/m| + [Ca2f g/m]
* Gréafico relacionando concentracdo de Bicarbonato (mg/ml) + Célcio (g/ml) pela biomassa (g. 10-

4/ml) pelo pH final do meio, quando as células foram cultivadas por um periodo de 14 dias, em

sistema fechado, em meio essencial de sais (BBM 3N), com e sem adi¢do de C02 (10%), tendo pH
7,0, inicial.

Da mesma forma que foi realizado nos cultivos anteriores, ao seu término,
o pH foi medido, podendo ser observada a mesma variagdo apresentada nos
cultivos com diferentes concentracdes de HCO3"e célcio de forma isolada, ou seja,
com o aumento da concentracdo de HCO3' ha um aumento do pH, e com o0 aumento

da concentragédo de célcio, hd uma diminuicdo do pH do meio.

5.1.4 Cultivo porcentagem de CO2

Observando que com a adicdo de COz2 a biomassa é maior do que quando
as células sao cultivadas sem que este seja adicionado. O fotobionte isolado do
liguen Ramalina celastri, também foi cultivado em meio BBM 3N, variando a

porcentagem de CO2 injetada no frasco de cultivo (gréafico 7).
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GRAFICO 7. CULTIVO VARIANDO OS NIVEIS DE C02ADICIONADOS AO FRASCO CONTENDO MEIO BBM
3N, ONDE AS CELULAS DO FOTOBIONTE ESTAVAM SENDO MANTIDAS.

CONCENTRACAO C02
14

12

10

* Grafico relacionando niveis de C 02 (%) pela biomassa (g.10-4/ mi) pelo pH final do meio, quando as
células foram cultivadas por um periodo de 14 dias, em sistema fechado, em meio essencial de sais
(BBM 3N), com C02, tendo pH 7,0, inicial.

Variando a porcentagem de CO2 adicionado ao cultivo, observa-se que ha
um aumento da producéo de biomassa, até um certo limite de C02, que corresponde
a 30% do volume do frasco, onde provavelmente o CO2 torna-se limitante. A nova
elevacdo da producdo de biomassa apresentada em 50% de CO2, provavelmente
esteja representando uma adaptacdo, cujo mecanismo ndao é bem conhecido, para
posterior estabilizacdo do seu desenvolvimento. Terminado o cultivo, o pH foi
medido. Houve variacdo apenas entre o tratamento controle, sem adicdo de CO2 e
os demais, que apresentaram valores constantes de pH, a medida que € aumentada
a porcentagem de CO2 adicionada ao cultivo. Como estes tratamentos foram
iniciados todos juntos, pode-se inferir que o CO2 estd sendo consumido em uma

mesma velocidade em todos os tratamentos, o que explicaria o pH constante, mas
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deixa de explicar o aumento de biomassa, a ndo ser por um maior acumulo de

HCO3 na célula algal, para compensar a maior difusdo de CO a qual esta sendo

imposta.

5.2 HIDROLISE ACIDA TOTAL

Seguindo a metodologia descrita anteriormente, para hidrélise acida total,
reducao e acetilacdo, foi possivel construir a seguinte tabela (tabela 2),
quantificando a composicao monossacaridica da biomassa de células para os
tratamentos controle, variagdo da concentragdo de HCOsz e variagao da
concentragao de Ca%", come sem adicao de 10% de CO..

Como pode ser observado na tabela 2, no que se refere aos controles, ha
uma variagdo, na composicdo de arabinose, a qual apresenta-se reduzida; de
glucose apresentando-se aumentada, além da presenca de ramnose e glicerol, nos

tratamentos onde foi adicionado COx.
TABELA 2 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DOS TRATAMENTOS

FRAGAO COMPOSIGCAO MONOSSACARIDICA (%)
glu gal man ara xil ram fuc gli-OH
Controle 6 10 61 5 11 - 7 -
Controle CO, 16 14 59 1 2 2 3 3
ca** 1x10° g/ml 19 16 17 25 5 18  — —
ca” 1x10% g/ml CO, 74 - 2 — - - - -
ca® 2,5x10% g/ml g7 — 13 - - - - —
Ca® 2,5x10%g/iml CO, | 13 17 55 3 - - = 12
HCO3; 3,36 mg/ml 17 - 83 — - — — -
HCO5; 3,36 mg/miCO, | 23 — 58 1 — 2 4 12
HCO3 6,72 mg/ml 9 - 179 - - — - 2
HCO5; 6,72 mg/mi CO, 55 — 34 — — 11 — —

* Analise por GLC e GC-MS, ap6s hidrdlise acida total (TFA 8h), redugéo e acetilagio das amostras.
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Quando variada a concentragdo de calcio, ha grande aumento na
porcentagem de glucose, comparadas as concentragdes 1x102 g/ml e 2,5x107 g/ml,
passando de 19% para 87%, ao mesmo tempo em que galactose, arabinose, xilose
e ramnose deixam de ser observadas em 2,5x102g/ml. Com adi¢cdo de 10% de COx,
comparando 1x1072 e 2,5x102 g/ml observa-se reducao de glucose, de 74% a 13% e
aumento de manose, 26% e 55% respectivamente; comparando as concentragdes
com e sem adi¢gdo de CO,, observa-se que com adi¢cao de CO, ha aumento de
glucose e manose, 19% e 74%, 17% e 26%, respéctivamente em 1x107 g/ml Ca®'e
diminuicdo de glucose e aumento de manose, 87% e 13%, 13% e 55%,
respectivamente, em 2,5x102 g/ml Ca®*. Neste Gltimo tratamento, também pode ser
observada a presenca de galactose (17%), arabinose (3%) e glicerol (12%).

Variando a concentracao de bicarbonato adicionada ao meio BBM 3N, o
padrao € mantido, ou seja, glucose 17% e 19%, manose 83% e 79%, em 3,36 € 6,72
mg/ml, respectivamente. Adicionando CO2 ha um aumento de glucose e reducao de
manose, tanto quando comparados os tratamentos de mesma concentragéo entre si,
com e sem adicao de CO, ou de concentragdes diferentes, com COo.

O aumento da concentracdo de glucose, observada quando adicionado
CO, ao meio onde foi variada a concentracdo de HCO3 pode estar refletindo a
degradagdo do amido, possivelmente produzido em maior quantidade nestes
tratamentos, o que pode ser inferido pela observagdo do aumento de granulometria
das células, dados apresentados a seguir.

Com adicdo de calcio, observa-se uma redugédo do teor de glucose,
resultado esperado, visto que se sabe que o calcio pode influenciar a biossintese de

polissacarideos nao celulésicos e que nao sejam o amido.
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5.4 ANALISE DAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Para analisar morfologicamente as amostras, assim que o cultivo foi
terminado, uma aliquota (1 ml), do meio, contendo as células do fotobionte, foi
separada para analise de microscopia 6ptica, na forma de imagem fotografica, e
outra aliquota (1 ml), foi separada para analise morfolégica em citdmetro de fluxo.
Ambas as analises complementam-se, sendo que o observado pela microscopia
eletronica é confirmado pela citometria.

Os tratamentos analisados foram aqueles previamente determinados e
discutidos anteriormente, ou seja, os controles com e sem adicdo de CO, e os
demais tratamentos, também tanto quando crescidos com e sem adicdo de COo,
correspondendo a: 3,36 e 6,72 mg/ml de HCO3"; 1x1072 e 2,5x10 g/ml de Ca**; e a
combinagao destes dois tratamentos.

Baseando-se nos dados de citometria, e com a utilizacdo do programa
WinMDI 2.8 é possivel realizar a seguinte analise, quanto ao tamanho e a
granulometria das células, de acordo com as figuras apresentadas. Para a andlise
morfolégica os mesmos dados apresentados anteriormente estdo sendo
demonstrados a seguir, mas na forma de histogramas, permitindo a comparagao

mais fina entre os tratamentos aos quais foram submetidas as células do fotobionte.

5.4.1 Controles

Quando o fotobionte isolado do fungo liquenizado Ramalina celastri foi
cultivado em sistema aberto, permitindo a ocorréncia de trocas gasosas, analisados
os aspectos de granulometria e tamanho, pode-se observar pelo padrao
apresentado pela area de plotagem deste tratamento (grafico 8), que as células
dividem-se em duas populacdes, uma abaixo e a esquerda, e outra acima e a

esquerda. As populagdes de células dividem-se em: representantes muito pequenos
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e pouco granulosos (34,67%) e pequenos, mas de granulometria média (40,77%),
quando comparadas entre si. Ha também uma fragdo significativa de células de
maior tamanho e granulometria, representando 24,04% do total de 10* células
analisadas. Quando o fotobionte foi cultivado em meio BBM 3N, em sistema
fechado, apresenta-se caracteristicamente composto por uma unica populagéao de
células, a qual é constituida por células de diferentes tamanhos e granulometrias,
sendo estas variaveis e proporcionais entre si, ou seja, ha uma relagao direta entre o
tamanho da célula e sua granulometria (grafico 9). No cultivo, onde foi adicionado
10% de CO2, porcentagem essa equivalente ao volume do frasco (grafico 10),
observa-se uma populagao de células, basicamente dividida da mesma forma que a
apresentada no grafico 8. Sendo que 70,66% do total de 10* células analisadas sdo
de pequeno tamanho e granulometria, apresentando tendéncia ainda, ha um

aumento de tamanho, quando comparada a populagcdo apresentada anteriormente

(grafico 9).
GRAFICO 8. GRAFICO DE PLOTAGEM, TAMANHO POR GRANULOMETRIA -CULTIVO MEIO BBM 3N,
ABERTO.
CONTROLE ABERTO
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* Gréafico das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 10* em citémetro
de fluxo, representando as proporgdes de células nas populagdes -determinadas pelo quadrante
selecionado (200,160; x, y).
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GRAFICO 9. GRAFICO DE PLOTAGEM, GRAFICO 10. GRAFICO DE PLOTAGEM,
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* Graficos das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 10* em citémetro
de fluxo, representando as proporgées de células nas populagbes determinadas pelo quadrante
selecionado (200,160; x, y).

As posigbes acima, abaixo, a esquerda e a direita sdo referentes ao
quadrante xy selecionado, 200, 160, respectivamente. O qual foi selecionado por
caracterizar uma divisdo clara das duas populagdes apresentadas no grafico 8,
servindo entdo, como um controle padrdo para as demais analises.

Complementando e ilustrando as representagoes graficas acima, sao
apresentadas as imagens de microscopia optica, figuras 1 e 2, dos representantes
cultivados neste tratamento controle, em sistema fechado, sem e com adi¢édo de

CO,, respectivamente.



FIGURA 1. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, FECHADO.
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FIGURA 2. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, FECHADO, COM ADICAO DE 10%
DE C02

As imagens de microscopia Opticas apresentadas acima corroboram o0s

dados obtidos através das andlises de citometria. Com estas observacdes, é

possivel inferir que a adicdo de CO2, interfere na morfologia da célula, modificando-a

quando comparada com as células crescidas no controle sem a adicdo de CO2,

fazendo com que a células respondam de maneira diferente ao tratamento,

apresentando assim um maior rendimento em biomassa.

Os histogramas apresentados a seguir (graficos 11 e 12), permitem uma

analise mais fina dos resultados demonstrados nos graficos 8, 9 e 10 e nas figuras 1

e 2, possibilitando melhor visualizagcdo dos efeitos de cada tratamento sobre a

morfologia das células do fotobionte.



GRAFICO 11. HISTOGRAMA DO TRATAMENTO GRAFICO 12. HISTOGRAMA DO TRATAMENTO

CONTROLE - TAMANHO X NUMERO DE CONTROLE - GRANULOMETRIA X NUMERO DE
CELULAS CELULAS.
CONTROLES
CONTROLES
OC 0A
0 1023
TAMANHO

* Gréficotamanho por ndmero de células,
comparando os tratamentos controle, apresentados
anteriormente

* Grafico granulometria por nimero de células,
comparando os tratamentos controle, apresentados
anteriormente.

A adicdo de CO2 provoca uma diminuicdo do tamanho das células, em
comparacdo aos demais tratamentos, e no cultivo em sistema aberto, as células

apresentam maior granulometria.

5.4.2 Cultivo Bicarbonato (HCO3)

Sendo o fotobionte cultivado na concentracédo de 3,36 mg/ml de HCO3", em
sistema aberto (grafico 13), as células dividem-se novamente em duas populacoes,
como observado no controle aberto, mas diferente deste, ha uma populacio (abaixo
a esquerda), representada por 13,20% de 104 células, muito pequena, enquanto a
outra populagdo, acima a esquerda, representada por 51,67% do total de células
analisadas, muito heterogénea, constituida por células, praticamente do mesmo
tamanho, mas de granulometria muito variada, ultrapassando o limite do quadrante
selecionado, pode-se observar que esta mesma populagcdo apresenta células
maiores, 34,71%. Em sistema fechado (grafico 14), assim como foi observado no
controle fechado quando comparado ao controle aberto, as células passam a formar

uma unica populacdo, as quais apresentam uma diminuicdo da granulometria e do
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tamanho (54,83% de 104 células), mas apresentando ainda, quantidade significativa
de células de maior granulometria (22,56%) e maior tamanho e granulometria
(20,40%). Diferentemente do controle fechado, neste tratamento as células
apresentam uma maior heterogeneidade, ou seja, apresentando células maiores e
de maior granulometria, enquanto naquele, a populacédo de células apresenta-se de
forma mais homogénea, sem grande variacdo morfoldgica, quando comparado aos
dados apresentados no grafico 14. Com a adicdo de CO2 ao cultivo, quando variada
a concentracdo de HCO3"(gréafico 15), pode observar-se a manutengdo da tendéncia
de reducdo da granulometria das células, apresentada no grafico 14, quando o
fotobionte foi cultivado em sistema fechado, sem adicdo de COz2. Além de tender a
diminuir a granulometria, as células do fotobionte, isoladas do fungo liquenizado
Ramalina celastri, apresentam um pequeno tamanho, 50,08% das 104 células
analisadas, enquanto algumas apresentam mesmo tamanho e maior granulometria
(16,85%), e outras, maior tamanho, a0 mesmo tempo em que possuem maior

granulometria (18,34%).

GRAFICO 13. GRAFICO DE PLOTAGEM, TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO MEIO BBM 3N,
COM ADICAO DE 3,36 mg/ml HCO3 , ABERTO

3,36mgAnl BCARBONATO ABERTO

TAVANHO
* Gréafico das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 104 em citdmetro
de fluxo, representando as proporcdes de células nas populagdes determinadas pelo quadrante
selecionado (200,160; X, y).



GRAFICO 14. GRAFICO DE PLOTAGEM,
TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO
MEIO BBM 3N, COM ADICAO DE 3,36 mg/mi
hco3i

3,36mgAnl BICARBONATO

Z%

54,13%

1023
TAVIANHO

GRAFICO 15. GRAFICO DE PLOTAGEM,
TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO
MEIO BBM 3N, COM ADIGAO DE 3,36 mg/ml
HCO03 E C02 FECHADO

3,36mg*nl BICARBONATO COMC02

1023
TAVIANHO

* Gréficos das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 104em citdmetro
de fluxo, representando as proporgfes de células nas populacdes determinadas pelo quadrante

selecionado (200,160; X, y).

As figuras 3 e 4 correspondem as imagens de microscopia Optica das

células crescidas quando variada a concentracdo de HCO3' adicionada ao meio BBM

3N, onde foram cultivadas as células do fotobionte, sem e com adicdo de C02,

respectivamente, na concentracédo 3,36 mg/ml de HC03', em sistema fechado. Onde

podem ser observadas as variacOes morfologicas apresentadas pelas células, como

resposta ao tratamento a que foram submetidas.



FIGURA 3. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DE CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, NA CONCENTRACAO DE 3,36

FIGURA 4. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, NA CONCENTRAGAO DE 3,36

mg/ml DE HCO3, FECHADO mg/ml DE HCO03, COM ADICAO DE CO02
FECHADO.

Com o fotobionte crescido na concentracdo de 6,72 mg/ml de HC03, em
sistema aberto (grafico 16), as células apresentam respostas muito semelhantes as
células crescidas tanto no controle, quanto com adicéo de 3,36 mg/ml de HCO3', com
algumas variacfes, mas ainda apresentando-se constituida por duas populacdes,
sendo uma de células de maior granulometria, representada por 42,44% do total de
células, e outra por células de pequeno tamanho, como a populacdo descrita, mas
de menor granulometria, 18,19%, esta populacdo estende-se, apresentando também
células de maior tamanho e granulometria, 38,35%. Caracteristicamente, neste
tratamento, as células apresentam-se muito heterogéneas, assim como nos demais
cultivos em sistema aberto. Em sistema fechado (grafico 17) ha uma diminuicdo da
granulometria das células, quando estas apresentam pequeno tamanho (19,69 e
27,85%, células a esquerda), enquanto que células de maior tamanho, tendem a
apresentar maior granulometria, 49,61% das células analisadas, quando crescidas
sob estas condi¢cbes. Com a adicdo de CO2 ao cultivo (grafico 18), ha uma reducao

da granulometria das células, quando estas apresentam um pequeno tamanho,
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27,64% do total de células analisadas, mais evidente do que quando adicionado
3,36 mg/ml de HCo03', com o aumento do tamanho das células, a granulometria
tende a aumentar (56,31%), mas nao de maneira proporcional, sendo que o
aumento de tamanho ndo esta implicando em maior granulometria, pois ha células

de maior tamanho e menor granulometria.

GRAFICO 16. GRAFICO DE PLOTAGEM, TAMANHO POR GRANULOMETRIA. - CULTIVO MEIO BBM 3N,
COM ADICAO DE 6,72 mg/ml HCO3 , ABERTO

TO= T

* Grafico das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 104 em citbmetro

de fluxo, representando as proporcOes de células nas populacfes determinadas pelo quadrante
selecionado (200,160; X, y).



GRAFICO 17. AREA DE PLOTAGEM, TAMANHO GRAFICO 18. AREA DE PLOTAGEM, TAMANHO

POR GRANULOMETRIA - CULTIVO MEIO BBM POR GRANULOMETRIA - CULTIVO MEIO BBM
3N, COM ADICAO DE 6,72 mg/ml HCO3, 3N, COM ADICAO DE 6,72 mg/ml HCO3, E C02,
FECHADO FECHADO
6,72mgnl BICARBONATO 6,72mgAnl BICARBONATO COM C02
ot
1023 1023
TAMANHO TAMANHO

* Gréaficos das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 104em citdmetro
de fluxo, representando as proporcfes de células nas populagdes determinadas pelo quadrante

selecionado (200,160; X, y).

Para ilustrar os dados dos gréaficos apresentados acima, quando as células
do fotobionte isolado do fungo liquenizado Ramalina celastri foram cultivadas em
meio essencial de sais, BBM 3N, com adicdo de 6,72 mg/ml de HCO3', em sistema
fechado sem e com adicdo de CO2 sio apresentadas as imagens de microscopia
Optica (figuras 5 e 6), obtidas das células quando crescidas sob as condicdes pré

estabelecidas para este tratamento.



FIGURA 5. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, NA CONCENTRACAO DE 6,72
mg/ml DE HC03, FECHADO.
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FIGURA 6. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, NA CONCENTRACAO DE 6,72
mg/ml DE HC03, COM ADICAO DE 10% DE C02,
FECHADO.

Para que possa ser feita uma comparacéo entre os efeitos da variagcdo da

concentracdo de HCO3' adicionado ao meio de cultura, os histogramas a seguir

(graficos 19 e 20) sdo apresentados, sobrepondo os resultados da variacdo de

tamanho e granulometria, em resposta ao meio, comparando-os com o controle.

GRAFICO 19. HISTOGRAMA DO TRATAMENTO
BICARBONATO - TAMANHO X NUMERO DE
CELULAS.

[BICARBONATO] COM CO02

* Grafico tamanho por ndmero de células,
comparando os tratamentos controle, apresentados
anteriormente.

GRAFICO 20. HISTOGRAMA DO TRATAMENTO
BICARBONATO - GRANULOMETRIA X NUMERO
DE CELULAS.

[BICARBONATO] COM C02

ocC

,36mg/ml C

6,72mgAnl C

O
0 GRANULOMETRIA 1023

* Gréafico granulometria por nimero de células,
comparando os tratamentos controle, apresentados
anteriormente.



Pode-se observar que o aumento da concentracdo de HCO3' adicionado ao
meio de cultivo, provoca um aumento do tamanho e uma grande variacdo da
granulometria das células. Sdo construidos apenas, para os tratamentos onde foram
variadas as concentracbes de HCO3', com adicido de CO2, sendo que os
tratamentos, aberto e fechado sem adicdo de CO2 apresentam as mesmas

variagoes, quando submetidos ao mesmo tipo de analise.

5.4.3 Cultivo Calcio (Ca2)

Quando testadas as variacdes de célcio adicionadas ao meio de cultivo,
BBM 3N, analisando as células crescidas na concentracdo de 1x10'2 g/ml, em
sistema aberto (grafico 21), a populacdo de células apresenta-se heterogénea,
constituindo apenas uma populacdo de células, a qual € formada por células
pequenas, 28,82% e 25,51%, representadas a esquerda do quadrante selecionado,
que possuem pequena e grande granulometria, respectivamente. Células de maior
tamanho, a direita do quadrante selecionado, correspondendo a 43,90% do total de
104 células analisadas sdo de maior tamanho e granulometria, proporcionalmente,
sendo que a medida que o tamanho aumenta a granulometria também aumenta.
Diferindo dos cultivos em sistema aberto apresentado anteriormente, este nao se
apresenta dividido em duas populacdes. No cultivo em sistema fechado (gréafico 22),
as células seguem o padrdo apresentado pelas células cultivadas no mesmo
tratamento, mas quando em sistema aberto, apresentando uma relagcdo, aumento de
tamanho aumento de granulometria. A populacdo de células é dividida em trés tipos
principais de células, pequenas e de pequena granulometria (41,70%), pequenas e
de maior granulometria (20,20%) e de maior tamanho e granulometria (33,29%),
quando comparadas com entre si. Adicionando CO2 (grafico 23), as células do
fotobionte, apresentam o mesmo padrdo do grafico 22, tendendo a uma reducéo de

tamanho em células de baixa granulometria, 73,52%. Assim como tratamento
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anterior, as células também sdo pequenas, de maior granulometria (10,24%), ou de

maior granulometria e tamanho (13,20%), seguindo 0 mesmo padrdo apresentado

anteriormente.

GRAFICO 21. GRAFICO DE PLOTAGEM, TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO MEIO BBM 3N,

COM ADIGAO DE IXICrtyml Ca2+, ABERTO

1x10-2gAn CALCIO ABERTO

1023

TAVANHO

* Grafico das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 104 em citdmetro
de fluxo, representando as proporcbes de células nas populacfes determinadas pelo quadrante

selecionado (200,160; X, y).

GRAFICO 22. GRAFICO DE PLOTAGEM,
TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO
MEIO BBM 3N, COM ADICAO DE 1X10 2g/ml Ca2+,
FECHADO

1x10-2/WCALCIO

TAMANHO

GRAFICO 23. GRAFICO DE PLOTAGEM,
TAMANHO POR GRANULOMETRIA, CULTIVO
MEIO BBM 3N, COM ADICAO DE 1X10 2g/ml Ca2+
E C02, FECHADO.

1x10-2gftrl CALCIO QCOMC02

* Graficos das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 10 em citdbmetro
de fluxo, representando as proporcdes de células nas populacfes determinadas pelo quadrante

selecionado (200,160; x, y).
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Para ilustrar os dados dos gréaficos 22 e 23 séo apresentadas as figuras de
microscopia Optica (figuras 7 e 8), das células do fotobionte cultivadas em meio BBM

3N na concentracdo de 1x102 g/ml Ca2t sem e com adicdo de CO2,

respectivamente.
FIGURA 8. IMAGEM DE MICROSCOPIA

FIGURA 7. IMAGEM DE MICROSCOPIA UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO  FUNGO LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM MEIO BBM 3N, NA CONCENTRACAO 1X10'2 g/ml
MEIO BBM 3N, NA CONCENTRACAO 1X10'2 g/ml DE Ca2t, COM ADICAO DE 10% DE CO2
DE Ca2+, FECHADO. FECHADO.

Quando o fotobionte é crescido na concentracdo 2,5x10'2 g/ml de célcio,
em sistema aberto (grafico 24), este apresenta maior uniformidade quanto ao
tamanho, quando comparado aos tratamentos anteriormente analisados, sendo a
granulometria, o aspecto variavel, decorrente das condi¢cdes do cultivo, ou seja, o
tamanho das células € mantido pequeno, enquanto que a granulometria, de pequena
a grande, 38,88% e 41,80%, respectivamente. Ja em sistema fechado (grafico 25),
h& uma certa uniformizacdo da populacdo, devido a uma reducdo da granulometria e
manutencdo do tamanho das células, sendo a populacdo formada de células
pequenas quanto a granulometria e tamanho, equivalente a 54,91%. Além de tender
a um aumento de tamanho das células, correspondendo a 20,52% do total de 104
células analisadas. Aquelas que mantiveram o padrao apresentado quando o cultivo
foi realizado em sistema aberto, passam a representar 21,71% da populacdo de

células, por isso a inferéncia a tendéncia de uniformizar a populacéo, pela reducéo
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da granulometria. Com a adicdo de CO2 (grafico 26), as ceélulas constituem uma
Unica populacdo, de menor tamanho e granulometria, quando comparadas as
variacdes deste tratamento, correspondendo a 65,01% do total de células.

GRAFICO 24. GRAFICO DE PLOTAGEM, TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO MEIO BBM 3N,
COM ADICAO DE 2,5X10'29/ml Ca2+, ABERTO.

2,5x10-2gArt CALCIO ABERTO

(o] 1023
TAVIANHO

* Gréafico das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 104 em citdmetro

de fluxo, representando as propor¢des de células nas populagbes determinadas pelo quadrante
selecionado (200,160; X, y).

GRAFICO 25. GRAFICO DE PLOTAGEM, GRAFICO 26. GRAFICO DE PLOTAGEM,
TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO
MEIO BBM 3N, COM ADICAO DE 2,5X10'2g/ml MEIO BBM 3N, COM ADICAO DE 2,5X10'2g/ml
Ca2+, FECHADO. Ca2+ E CO? FECHADO.
2,5x10-2gAnl CALCIO 2,5x10-29Anl CALCIO COMC02
TAVANHO TAMANHO

* Grafico das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 104 em citdmetro

de fluxo, representando as proporcdes de células nas populacdes determinadas pelo quadrante
selecionado (200,160; X, V).



54

As figuras 9 e 10 correspondem as imagens de microscopia Optica das

células crescidas quando variada a concentracdo de Ca+ adicionada ao meio BBM

3N, onde foram cultivadas as células do fotobionte, sem e com adicdo de CO02,

respectivamente, na concentracdo 2,5x10"2 g/ml de HCO3', em sistema fechado.

Onde podem ser observadas as variacdes morfologicas apresentadas pelas células,

COomo resposta ao tratamento a que foram submetidas.

FIGURA 9. IMAGEM DE MICROSCOPIA
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, NA CONCENTRACAO 2,5X10*
g/ml DE Ca2, FECHADO.

FIGURA 10. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE [ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, NA CONCENTRACAO 2.5X10'2
g/ml DE Ca2, COM ADICAO DE 10% DE CO02
FECHADO.

Os histogramas a seguir da mesma maneira que 0s apresentados

anteriormente (graficos 27 e 28), permitem comparar os dados obtidos, mas quando

variada a concentracdo de célcio adicionada ao meio.



GRAFICO 27. HISTOGRAMA DO TRATAMENTO GRAFICO 28 HISTOGRAMA DO TRATAMENTO
CALCIO - TAMANHO X NUMERO DE CELULAS. CALCIO - GRANULOMETRIA X NUMERO DE

[CALCIO] COM C02 [CALCIO] COM CO02

oC
k10,01 g*nl C
,0,0025g/ml C
o]
0 TAMANHO 1023 0 GRANULOMETRIA 1023
CELULAS.
* Graficotamanho por nimero de células, * Gréfico granulometria por nimero de células,
comparando os tratamentos controle, apresentados comparando os tratamentos controle, apresentados
anteriormente. anteriormente.

E possivel observar, que com o aumento da concentracdo de célcio, ha
uma reducdo do tamanho das células (grafico 27), e um pequeno aumento da
granulometria (grafico 28), quando as células sdo crescidas em frascos, onde foi
adicionado CO2, pelos demais tratamentos, em sistema aberto e fechado sem
adicdo de COz2, apresentarem os mesmos padrdes, quando submetidos ao mesmo

tipo de anélise.

5.4.4 Cultivo combinagdo de tratamentos - Bicarbonato (HCO3) e Calcio (Ca29

Quando combinados os tratamentos, 3,36 mg/ml HCCV e 1x10'2g/ml Ca2+,
em sistema aberto (grafico 29), pode-se observar uma divisdo muito clara de duas
populacdes de células, sendo uma de constituida por representantes pequenos e
pouco granulosos (22,21%), pequenos e maior granulometria (30,15%) e maiores
quanto a granulometria e tamanho (46,55%), retomando o padrdo de células
apresentados nos tratamentos controle e variacdo da concentragdo de HCO3". Em
sistema fechado (grafico 30), as células tendem a uniformidade, onde pode ser

observada uma populacédo de células, que quando comparada ao cultivo em meio
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aberto, apresenta células de tamanho e granulometria reduzidos. A maior parte das
células é de pequeno tamanho e granulometria média, correspondendo
a 47,57% do total de células analisadas para este tratamento, e apresentando ainda,
células pequenas e de pequena granulometria (22,62%) e maiores em tamanho,
variando a granulometria de média a grande (26,72%). No cultivo onde foi
adicionado COz2 (grafico 31), a populacdo de células apresenta tendéncia a uma
divisdio em duas populagbes, sendo esta da seguinte maneira, uma de células
pequenas e de pequena granulometria, correspondendo a 41,51% do total de 104
células analisadas para este tratamento, e outra de células pequenas e maior

granulometria, em comparacao a anterior, representada por 46,78%.

GRAFICO 29. GRAFICO DE PLOTAGEM, TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO MEIO BBM 3N,
COM ADIGAO DE 3,36 mg/ml HC03 E 1X10'2g/ml Ca2+, ABERTO

3,36mpAnl BICARBONATO + 1x10-2g*nl CALCIO ABERTO

TAVANHO
* Gréafico das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 104 em citdbmetro

de fluxo, representando as proporcdes de células nas populagdes determinadas pelo quadrante
selecionado (200,160; X, y).



GRAFICO 30. GRAFICO DE PLOTAGEM,
TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO
MEIO BBM 3N, COM ADICAO DE 3,36 mg/ml
HCOs3 E 1X10"g/ml Ca2+ FECHADO.

3,36mgAnl BICARBONATO +1 x1Q-2grtnl CALCIO

TAMAWO

GRAFICO 31. GRAFICO DE PLOTAGEM,
TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO
MEIO BBM 3N, COM ADICAO DE 3,36 mg/ml
HCO3', TX102 g/ml Ca2t, E C02 FECHADO.

3,38mgArf BICARBONATO + 1x10-2gAnl CALCIO GOMC02

TAVANHO

* Graficos das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 10 em citdmetro
de fluxo, representando as proporces de células nas populacbes determinadas pelo quadrante

selecionado (200,160; X, ).

Complementando e ilustrando os graficos 30 e 31, acima sdo apresentadas

as figuras de microscopia Optica (figura 11 e 12) do fotobionte isolado do fungo

liquenizado Ramalina celastri, quando crescido em meio BBM 3N, combinadas as

concentracdes 3,36 mg/ml HCO3' e 1x10'2 g/ml Ca2+ sem e com adicdo de CO2,

respectivamente.

jfH Tifk  jiij*" )

FIGURA 11. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, COMBINANDO AS
CONCENTRACOES 3,36 mg/ml DE HCO3 E 1X10
2g/ml Ca2+, FECHADO.

FIGURA 12. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, COMBINANDO AS
CONCENTRACOES 3,36 mg/ml DE HC03 E 1X10
2 g/ml Ca2, COM ADICAO DE 10% DE CO02
FECHADO.



Crescendo o fotobionte com 3,36 mg/ml HC03- e 2,5x10'2g/ml Ca2+, em
sistema aberto, forma-se uma populacdo de células, constituida por 36,56% de
células de pequeno tamanho e granulometria, 34,72% de células pequenas e
granulometria média, além de 28,16% de células de maior tamanho e granulometria
variando de média a grande (grafico 32). Neste caso as células do fotobionte fogem
do padrédo apresentado pelos tratamentos controle e variacdo da concentracdo de
HCQO3', assumindo o padrio apresentado nos tratamentos onde foi variada apenas a
concentracdo de calcio. Em sistema fechado (grafico 33) a populacdo de células
apresenta-se dividida em representantes pequenos e de pequena granulometria
(41,11%), pequenos e de maior granulometria (31,16%) e de maior tamanho e
granulometria variavel (24,99%). Adicionando CO2 (grafico 34), pode ser observada
uma reducdo do tamanho e granulometria das células, quando comparado ao cultivo

sob as mesmas condi¢Bes, mas em sistema aberto ou fechado, sem adi¢do de CO2.

GRAFICO 32. GRAFICO DE PLOTAGEM, TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVADAS EM MEIO BBM
3N, COM ADICAO DE 3,36mg/ml HCO3 . E 2,5X10'2g/ml Ca2+, ABERTO.
3,36mgAri BICARBONATO + 2,5x10-2gAri CALCIO ABERTO

—\ 2N

. Gréfico das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 104 em citdmetro

de fluxo, representando as propor¢des de células nas populagdes determinadas pelo quadrante
selecionado (200,160; X, y).



GRAFICO 33. GRAFICO DE PLOTAGEM,
TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO
MEIO BBM 3N, COM ADICAO DE 3,36 mg/ml
HCO3' E 2,5X10'2g/ml Ca2+, FECHADO.

3,36mgAnl BICARBONATO + 2,5x10-2gArt CALCIO

TAVIANHO

GRAFICO 34. GRAFICO DE PLOTAGEM,
TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO
BBM 3N, COM ADICAO DE 3,36 mg/ml HCOg',
2.5X10'2g/ml Ca2+, E CO2, FECHADO.

3,36mgM BICARBONATO + 2.5x10-2gAri CALCIO COMC02

TAVIANHO

* Graficos das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 10" em citdmetro
de fluxo, representando as propor¢cdes de células nas populagdes determinadas pelo quadrante

selecionado (200,160; X, ).

As figuras 13 e 14, apresentadas a seguir ilustram e complementam os

dados apresentados nos graficos 33 e 34, referentes ao cultivo do fotobionte, em

meio BBM 3N, combinando as concentra¢des 3,36 mg/ml HCO3' e 2.5x10" g/ml

Ca2+, sem e com adicéo de CO2, respectivamente.

FIGURA 13. IMAGEM DE MICROSCOPIA
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, COMBINANDO AS
CONCENTRACOES 3,36 mg/ml DE HCO3' E
2,5X10'2g/ml Ca2 FECHADO.

>/

FIGURA 14. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, COMBINANDO AS
CONCENTRACOES 3,36 mg/ml DE HCO3 E
2,5X10"2g/ml Ca2+, COM ADICAO DE 10% DE C02,
FECHADO.
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Complementando os dados apresentados anteriormente, com relacdo ao
tratamento onde foram variadas as concentracbes de HC03", 3,36 mg/ml e a de
célcio, 1x10'2 e 2,5x10'2 g/ml, os histogramas (graficos 35 e 36), permitem uma
melhor comparacdo das variacbes provocadas pelos diferentes tratamentos, em

resposta as condi¢des de crescimento das células do fotobionte.

GRAFICO 35 HISTOGRAMA DO TRATAMENTO GRAFICO 36 HISTOGRAMA DO TRATAMENTO
BICARBONATO + CALCIO - TAMANHO X BICARBONATO + CALCIO - GRANULOMETRIA X
NUMERO DE CELULAS NUMERO DE CELULAS
[BICARBONATO] + [CALCIO] COM C02 [BICARBONATO] + [CALCIO] COM C02
CD
(0\Y]
3,36mgAni C

ii 3,36mgAnl + 0,025grtnl

3,36mgAnl + 0,01 gAnl C

0 GRANULOMETRIA 1023
* Gréfico granulometria por nimero de células,
comparando os tratamentos controle, apresentados
anteriormente.

* Graficotamanho por nimero de células,
comparando os tratamentos controle, apresentados
anteriormente.

Pode-se observar que com o aumento da concentracdo de Ca2+ ha uma
reducdo do tamanho das células (graficos 35) e um aumento na granulometria das
mesmas (graficos 36).

Na combinacédo 6,72 mg/ml HCCh’ e 1x10'2g/ml Ca2+, quando o fotobionte
foi crescido em sistema aberto (grafico 37) sdo observadas duas populacdes de
células como nos tratamentos controle, concentragcdo de HCO3", e combinacédo de
3,36 mg/ml HCO3' e 1x10'2g/ml Ca2+ Uma das populacbes é formada por células
pequenas quanto ao tamanho e granulometria (21,79%) e a outra por células com
tamanho e granulometria crescentes, 38,35% e 37,99%, respectivamente. Em

sistema fechado (grafico 38), ainda ha a separacdo em duas populacdes de células,

mas observa-se uma tendéncia a reducdo da granulometria das células, quando



estas apresentam um pequeno tamanho. Adicionando COz2 (grafico 39), pode ser
observado, uma nova separacdo em duas populacbes, semelhante aquela
apresentada quando as células sdo crescidas em sistema aberto (grafico 37).

GRAFICO 37. GRAFICO DE PLOTAGEM, TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO MEIO BBM 3N,
COM ADIGCAO DE 6,72 mg/ml HCO3 E 1X10'2g/ml Ca2+ ABERTO.
6,72mgM »CARBONATO + 1x10-2g/*rdo CALCIO ABERTO

TAMVANHO
* Grafico das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 104 em citdmetro

de fluxo, representando as proporcdes de células nas populacdes determinadas pelo quadrante
selecionado (200,160; X, y).

GRAFICO 38. GRAFICO DE PLOTAGEM, GRAFICO 39. GRAFICO DE PLOTAGEM,

TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO
MEIO BBM 3N, COM ADICAO DE 6,72 mg/ml
HCO3 E 1X102g/ml Ca2+ FECHADO.

6,72mgAnl BICARBONATO + 1x10-2g*rt CALCIO GOMC02

TAVANHO

TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO
MEIO BBM 3N, COM ADICAO DE 6,72 mg/ml
HC03  1X102 g/ml Ca2, E C02 FECHADO.

6,72myAnl BICARBONATO+ 1x10-29A1t CALCIO

TAVAITO

* Gréaficos das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 10 em citdmetro

de fluxo, representando as proporcbes de células nas populagdes determinadas pelo quadrante
selecionado (200,160; X, V).
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As figuras 15 e 16 ilustram os dados apresentados nos graficos 38 e 39,

representando as variacfes morfologicas das células do fotobionte, quando

crescido, combinadas as concentracdes 6,72 mg/ml HCO3' e 1x102g/ml Ca2+, sem e

com adicdo de CO2, respectivamente.

(

% >

GURA 15. IMAGEM IEMICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, COMBINANDO AS
CONCENTRACOES 6,72 mg/ml DE HCO03 E 1X10
2g/ml Ca2+, FECHADO.

>® %

FIGURA 16. IMAGEM DE MtCROSCOPIA OP1
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE |ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, COMBINANDO AS
CONCENTRACOES 6,72 mg/ml DE HCO03 E 1X10
2 g/ml Ca2, COM ADICAO DE 10% DE CO02
FECHADO.

No cultivo combinando 6,72 mg/ml HCO3 e 2,5x10'2 g/ml Ca2+(grafico 40),

a populacdo de células assume o mesmo padrdo apresentado pelos tratamentos

onde foi variada a concentracdo de céalcio e combinadas as concentracdes 3,36

mg/ml HCO03 e 2,5x10'2 g/ml Ca2+constituindo-se de células de pequeno tamanho e

granulometria variavel. Em sistema fechado (grafico 41) a populacédo apresenta uma

reducdo na granulometria das células, quando comparada ao cultivo em sistema

aberto, sob as mesmas condi¢des, a maior parte das células € de pequeno tamanho

e granulometria média (59,35%). Com adicdo de CO2 (grafico 42) h4 uma nova

separacdo em duas populacfes, as quais apresentam-se, divididas, em pequenas

quanto ao tamanho e granulometria (27,94%), pequenas e de média granulometria

(45,78%), apresentando ainda células de maior tamanho e granulometria (23,66%).
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GRAFICO 40. GRAFICO DE PLOTAGEM, TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO MEIO BBM 3N,
COM ADICAO DE 6,72 mg/ml HCO3 E 2,5X102 g/ml Ca2+, ABERTO.

6,72myArt BICARBONATO + 2,5x10-29An CALOIO ABERTO

TAVAWO

* Gréafico das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 104 em citdmetro
de fluxo, representando as proporgdes de células nas populagdes determinadas pelo quadrante

selecionado (200,160; X, V).
GRAFICO 41. GRAFICO DE PLOTAGEM,
TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO

MEIO BBM 3N, COM ADICAO DE 6,72 mg/ml
HCO03 E 2.5X10"2 g/ml Ca2+, FECHADO.

6,72mgAnl BICARBONATO + 2,5x10-2gArt CALCIO

=3

G2

TAVANHO

GRAFICO 42. GRAFICO DE PLOTAGEM,
TAMANHO POR GRANULOMETRIA - CULTIVO
MEIO BBM 3N, COM ADICAO DE 6,72 mg/ml
HCO03, 2,5X102g/ml Ca2+, E C02 FECHADO.

6,72mgArt BICARBONATO + 2,5x10-2g*nl CALCIO QOMC02

TAVANHO

* Gréaficos das células do fotobionte, tamanho por granulometria, quando analisadas 104 em citbmetro
de fluxo, representando as proporcdes de células nas populagcbes determinadas pelo quadrante

selecionado (200,160; X, V).

As figuras 17 e 18 representam os dados dos gréaficos 41 e 42, ilustrando o

padrdo das células quando cultivadas na combinacdo de 6,72 mg/ml HCO3 e

2,5x10'2g/ml Ca2+ sem e com adicdo de CO2.
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FIGURA 17. IMAGEM DE MICROS:(LZOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, COMBINANDO AS
CONCENTRACOES 6,72 mg/ml DE HCOs E
2,5X102g/ml Ca2+, FECHADO.
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FIGURA 18. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, COMBINANDO AS
CONCENTRACOES 6,72 mg/ml DE HCO03 E
2,5X1072g/ml Ca2+, COM ADICAO DE 10% DE C02,
FECHADO.

Os histogramas a seguir (graficos 43 e 44), construidos a partir dos dados

apresentados anteriormente, para os tratamentos onde foram combinadas as

concentragbes de HCO3 e Ca2, 6,72 mg/ml e 1x102 e 2,5x102 g/ml,

respectivamente, permitem uma melhor visualizacdo das alteracdes morfoldgicas,

quanto ao tamanho e granulometria das células do fotobionte, isolado do fungo

liguenizado Ramalina celastri.

GRAFICO 43. HISTOGRAMA DO TRATAMENTO
BICARBONATO + CALCIO - TAMANHO X
NUMERO DE CELULAS.

[BICARBONATO] + [CALCIO]

6,72mg/ml + 0,025g/ml C

16,72mgAnl + 0,01 gAnl C

,72mgAnl C

TAMANHO 1023

* Graficotamanho por ndmero de células,
comparando os tratamentos controle, apresentados
anteriormente.

GRAFICO 44. HISTOGRAMA DO TRATAMENTO
BICARBONATO + CALCIO - GRANULOMETRIA X
NUMERO DE CELULAS.

[BICARBONATO] + [CALCIO] COM C02

6,72mgAnl C
5,72mgAnl + 0,025gAnl C

6 72mgAnl +0,0Lg/m C

GRANLLOMETRtA 1023

* Grafico granulometria por nimero de células,
comparando os tratamentos controle, apresentados
anteriormente.



0 aumento da concentragcdo de calcio provoca uma diminuicdo do tamanho
das células e aumento da granulometria, como foi também observado quando
variada apenas a concentracdo de calcio e combinadas as concentracOes 3,36
mg/ml HCO3' e 1x1072e 2,5x102g/ml Ca2+

Os graficos e figuras apresentados neste item, analise das caracteristicas
morfologicas, demonstram que quando permitida a troca gasosa, em sistema aberto,
ha um favorecimento do desenvolvimento das células do fotobionte, assim como
ocorre quando ha adicdo de CO02 no cultivo, apresentando um maior tamanho,
quando comparadas a células crescidas em sistema fechado sem adicdo de CO2.
Esse favorecimento também pode ser observado com o aumento da concentracdo
de HCO3 adicionada ao meio de cultivo. Quando adicionado calcio ao meio de
cultivo, ha uma reducdo do tamanho das células, ao passo que a granulometria
aumenta. Combinados os dois tratamentos, na concentragdo maxima de HCO3' e
Ca2+, ha um maior rendimento em biomassa, a0 mesmo tempo em que as células
apresentam um decréscimo do tamanho e uma maior granulometria. Sendo assim,
pode-se considerar que had uma relacdo do HCO3" e do CO2, que favorece o
aumento do tamanho das células. Da mesma forma que na presenca de calcio, as
células ndo se desenvolvem muito em tamanho, mas apresentam-se muito
granulosas, o0 que pode estar ligado com a producédo de polissacarideos, ou mesmo

uma grande vacuolizacdo, no caso de producdo de reserva.

5.4.5 Cultivo Porcentagem CO2

AplOs andlise dos rendimentos de biomassa dos tratamentos controle,
variagcdo da concentracéo de bicarbonato e calcio, e combinagdo das concentragdes
de bicarbonato e célcio, com e sem adicdo de 10% de CO2, foi possivel observar
que a adicdo de CO2 favorece o desenvolvimento de biomassa das células do

fotobionte isolado do fungo liquenizado Ramalina celastri. Sendo assim foi testada
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também a variacdo da porcentagem de CO2 adicionada ao frasco onde as células
foram crescidas, em 10, 20, 30, 40 e 50%. O tratamento que apresentou maior
biomassa foi aquele onde foi adicionado 30% de CO2. Para este tratamento ndo
foram feitas analises em citdbmetro de fluxo, por se tratar de um experimento
posterior, complementar a tentativa de otimizar a producdo de polissacarideos em
microalgas isoladas de fungos liquenizados.

Como parte da analise morfoldgica foram feitas imagens de microscopia
Optica, a partir das quais podem ser feitas algumas comparacfes, as quais devem
ser posteriormente corroboradas pelos dados de citometria.

Com adicdo de 10% de CO2, o tratamento corresponde ao controle, onde
pela analise do gréafico 10 pode ser observada a constituicdo por uma Uunica
populacéo de células, formada majoritariamente por células pequenas e de pequena
granulometria, tais aspectos podem ser observados na figura 2 apresentada

anteriormente, e a seguir.

FIGURA 2. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA, UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS DO
FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM MEIO
BBM 3N, FECHADO, COM ADICAO DE 10% DE C02

No cultivo onde foi adicionado 20% de CO2 (figura 19), quando comparada
a imagem do tratamento controle (figura 2), pode ser observada uma certa
homogeneidade quanto ao tamanho das células, ndo descartando que haja

variagbes. Com adicdo de 30% de CO2, onde foi observado o0 maior
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desenvolvimento de biomassa para esse tratamento, quando analisadas suas
células, na figura 20, observa-se maior variacdo de tamanho das células, e também
um aumento de granulometria, quando comparadas as imagens de microscopia

Optica, para os tratamentos 10, 20 e 30% de adicdo de CO2.

FIGURA 19. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, FECHADO, COM ADICAO DE 20%
DE C02

FIGURA 20. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, FECHADO, COM ADICAO DE 30%
DE C02

No cultivo com adicdo de 40% de CO2 (figura 21), a granulometria

observada quando foi adicionado 30%

de CO2 é mantida, e uma nova

homogeneidade de tamanho pode ser observada. J4 meio de cultivo, onde foi
adicionado 50% de CO2 (figura 22), pode-se observar, manutencdo do tamanho das
células, com relacdo aos tratamentos apresentados anteriormente, e uma certa

reducdo da granulometria das células.



FIGURA 21. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, FECHADO, COM ADICAO DE 40%
DE C02
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FIGURA 22. IMAGEM DE MICROSCOPIA OPTICA,
UTILIZANDO AUMENTO DE 400X, DAS CELULAS
DO FOTOBIONTE ISOLADO DO FUNGO
LIQUENIZADO Ramalina celastri, CULTIVADO EM
MEIO BBM 3N, FECHADO, COM ADICAO DE 50%
DE C02

Como dito anteriormente, os dados sugeridos a partir das imagens de
microscopia Optica, devem ser confirmados através de uma analise morfolégica mais
especifica, fornecendo entdo, resultados concretos dos efeitos da variacdo da
porcentagem de CO2 adicionada ao cultivo, sobre os aspectos morfolégicos da
célula do fotobionte.

Os resultados apresentados refletem um estudo recente, novo, sobre o
qual ndo sédo encontrados muitos relatos na literatura, e que da maneira que foi
realizado apresenta-se como um ponto de partida para experimentos futuros, cujo
resultado seja a otimizacdo da producdo de polissacarideos em microalgas verdes
isoladas de fungos liquenizados.

Nas figuras apresentadas anteriormente neste item de resultados e
discussao, pode-se observar a presenca de material denso entre as células, este
pode inferir presenca de exopolissacarideo, produzido e secretado pelas células do
fotobionte. Quando € variada a concentracdo de célcio adicionada ao meio de
cultivo, as células crescem fortemente aderidas ao fundo do frasco no qual sao

crescidas, e a medida que esta é aumentada, a presenca do possivel
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exopolissacarideo fica mais evidente, apresentado em maior quantidade, sugerindo
a influencia do calcio na biossintese de polissacarideos. O mesmo é observado
variando a concentragéo de bicarbonato, e quando variada a porcentagem de CO-
adicionada ao meio, mas com menos intensidade que a observada com o aumento

da concentragao de calcio.
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6 CONCLUSAO

Analisados todos os tratamentos experimentados, durante o
desenvolvimento deste estudo, pode-se concluir que:

e A adicdo de CO, provoca um maior desenvolvimento de
biomassa.

Ve Com o aumento da concentracdo de HCO3 adicionada ao meio
BBM 3N, a um aumento da biomassa de células, e a medida que consumido
provoca um aumento do pH.

7% Aumentada a concentragdo de calcio adicionada ao meio de
cultivo, ha também um aumento da biomassa de células, e uma diminui¢do do
pH.

Vg Variada a porcentagem de CO- adicionada aos frascos onde as
células foram crescidas, o maior desenvolvimento de biomassa é apresentado
pela concentracao 30%.

Quanto a composi¢do monossacaridica:

4 Com adicdo de CO, ha um aumento de glucose e uma
diminuicdo de manose.

e A medida que a concentracdo de HCO3- adicionada ao meio
BBM 3N, a composigdo de glucose e manose apresenta-se pouco variavel.

V4 Aumentando a concentragdo de célcio, ha uma diminuigéo de
glucose e aumento de manose, ou seja, a biossintese de polissacarideos n&o
celulésicos e que ndo sao amido é favorecida. |

Quanto a morfologia:

e Com adicdo de CO; ha uma diminuigdo do tamanho das células,
e a granulometria apresenta-se variavel.

7% Aumentando a concentragdo de HCO3; as células apresentam
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um maior tamanho e granulometria, esta pode refletir maior presenca de granulos
de amido, o qual é degradado refletindo na composi¢cdo monossacaridica, com o
aumento de glucose.

iy Quando a concentragdo de calcio adicionada ao meio BBM 3N é
aumentada, as células apresentam menor tamanho e granulometria levemente
aumentada.

e Combinados os tratamentos de variacdo da concentracdo de
HCOs e Ca*, a células responde obedecendo ao padrdo apresentado pelas
células quando apenas € variada a concentracdo de calcio, redugéo de tamanho

e granulometria variavel.
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