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“Water is fluid, soft, and yielding. But
water will wear away rock, which is rigid
and cannot yield. As a rule, whatever is
fluid, soft, and yielding will overcome
whatever is rigid and hard. This is another

paradox: what is soft is strong.”

Lao Tzu



RESUMO

O efeito de espectros monocromaticos da radiacdo fotossinteticamente ativa sobre algas pode
ser explorado para estimular a sintese de compostos ou acelerar o crescimento de algas de
interesse econdomico. No Brasil a macroalga vermelha Chondracanthus teedei (Mertens ex
Roth) Kiitzing € de interesse econdmico devido a sua utilizag@o na industria alimenticia ¢ a alta
concentracdo de carragenana em sua biomassa, quando comparada a outras algas brasileiras.
Foi realizada uma curva fotossintese x irradiancia (PI) e C. teedei foi aclimatada por lampadas
fluorescentes a irradiancia de 120 umol fotons m= s durante sete dias. Apos a aclimatagio, a
irradiancia fornecida pelas 1dmpadas fluorescentes foi enriquecida por 20 pmol fotons m2s™!
de irradidncia monocromatica advinda de lampadas LED coloridas (cores branca, azul, verde,
vermelha e amarela) durante sete dias (periodo 1). Ao fim desse periodo foram medidos teor
de carragenana e taxa de crescimento relativo. Em seguida as algas ficaram somente sobre o
efeito da radiacdo monocromatica durante 24h (periodo 2). Durante os tratamentos foram
avaliados taxa de transporte de elétron (ETR) e rendimento quantico maximo (Fv/Fm). Teores
de clorofila a, ficocianina, ficoeritrina e compostos antioxidantes foram obtidos no inicio e fim
de cada periodo. No periodo 1 houve diferenca significativa do tempo e tratamento para a ETR.
O teor de carragenana encontrado nos tratamentos de enriquecimento de espectro de radiacio
de luz amarela, branca e no controle foram significativamente maiores do que os sob
enriquecimento de luz verde, azul e vermelha. No segundo periodo F./Fn apresentou
diminui¢ao sob todos os tratamentos e a ETR aumentou somente sob o tratamento de luz azul.
A maior taxa de crescimento foi sob o enriquecimento do espectro de radiacao da luz vermelha,
mas o estudo sugere que irradidncias monocromaticas nao incentivaram a sintese de compostos

de interesse economico em C. feedei durante o periodo experimental.

Palavras chave: Chondracanthus teedei, irradiancia, qualidade de luz, carragenana, fisiologia.



ABSTRACT

The effect of monochromatic spectra of photosynthetically active radiation on algae can be
explored to stimulate the synthesis of compounds or accelerate the growth of algae of economic
interest. In Brazil the red seeweed Chondracanthus teedei (Mertens ex Roth) Kiitzing has an
economic potential due to its use in the food industry and high concentration of carrageenan in
its biomass, when compared to other Brazilian algae. A photosynthesis x irradiance (PI) curve
stablished that C. teedei was to be acclimated by fluorescence lamps at the irradiance of 120
umol photons m s*! for seven days. After that period the irradiance provided by the fluorescent
lamps was enriched by 20 pmol photons m s*! of monochromatic irradiance from colored LED
lamps (white, blue, green, red and yellow) for seven days (1% period). At the end of the 1%
period, carrageenan content and relative growth rate were measured. Afterwards the fluorescent
lamps were switched off and the algae were left for 24h under the effect of monochromatic
radiation (2" period). During the treatments the electron transport rate (ETR) and maximum
quantum yield (Fv/Fm) were measured. Chlorophyll a, phycocyanin, phycoerythrin and
antioxidant compounds yield were measured at the beginning and end of every period. In the
1%t period there was a significant difference at the parameters time and treatment for ETR. Algae
under control, and the treatments of enrichment of yellow and white light radiation spectrum
had significantly higher carrageenan yield than those under green, blue and red light spectra
enrichment. In the second period Fy/Fr, decreased under all treatments and ERT increased only
under blue light treatment. The highest growth rate was under enrichment of the red light
radiation spectrum, but the study suggests that monochromatic irradiance did not encourage

the synthesis of compounds of economic interest in C. teedei during the experimental period.

Key words: Chondracanthus teedei, irradiance, light quality, carrageenan, physiology
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1 INTRODUCAO

A luz é um espectro de onda eletromagnética que se manifesta em forma de energia,
propagando-se por meio de fotons e podendo se comportar tanto como onda, quanto particula.
A luz visivel ¢ uma fracdo desta radiacdo que corresponde aos espectros de 400 a 750 nm,
contendo as cores primadrias, as quais juntas correspondem a luz branca. Dentro do espectro da
luz visivel (Figura 1), entre 400 e 700 nm, encontra-se a radiacdo fotossinteticamente ativa
(PAR), por¢ao do espectro de onda eletromagnético capaz de fornecer energia suficiente para

a realizacdo da fotossintese (MCCLUNEY, 1994; BJORN, 2008).

Visible Light Region of the Electromagnetic Spectrum

700 nm 400 nm
Lower energy < = Higher energy

Figura 1. Espectro de luz visivel e comprimento de onda de cores de luz monocromaticas. Maiores
comprimentos de onda sdo menos energéticos do que menores comprimentos. Adaptada de
science.nasa.gov/ems/09visiblelight.

Organismos fotossintetizantes possuem clorofila a e absorvem PAR em todo seu
espectro. Este pigmento, contudo, tem sua maior eficacia na absor¢ao das luzes vermelha (620-
750 nm) e azul (450-495 nm). Para maximizar a absor¢do de radiagdo, pigmentos acessoOrios
especializados na absor¢do de luzes com outros espectros de onda sdo frequentemente
utilizados para realizar a fotossintese, como carotenoides especializados em absorver luz azul
e verde (495-570 nm). Em cianobactérias, criptomonados e algas vermelhas (filo Rhodophyta)
os principais pigmentos acessorios sdo ficobiliproteinas (PCB) (BJORN, 2008), diferenciadas
em ficoeritrina (PE) e ficocianina (PC), especializadas em absorver os comprimentos de ondas
dos picos em 540 a 570 nm e de 615 a 640 nm, respectivamente (CROCE e VAN
AMERONGEN, 2014; GRAHAM et al., 2016).

A quantidade de irradiacdo a qual uma alga esta sujeita e os efeitos dela sdo foco de
pesquisadores ha quase um século, e estdo vastamente referenciados na literatura (SMITH,
1936; JASSBY e PLATT, 1976; MARQUARDT et al., 2010; SINGH e SINGH, 2015;
DEREGIBUS et al., 2016). A qualidade da irradiacdo também passou a ser de interesse
académico nas ultimas décadas (LOPEZ-FIGUEROA e NIELL, 1990; KORBEE, FIGUEROA
e AGUILERA, 2005; AYRES-OSTROCK e PLASTINO, 2014; BONOMI BARUFI;



FIGUEROA ¢ PLASTINO, 2015). Na maioria dos casos, contudo, nos ultimos anos, ao
considerarem a qualidade da irradidncia, os pesquisadores se atétm a por¢cdo da radiacdo
altamente energética de comprimento de 100 nm a 400 nm, conhecida como radiacio
ultravioleta (UV), ou a divisdo da mesma nas bandas de 315 a 400 nm, 280 a 315 nm e 100 a
280 nm, classificadas como radiacdo ultravioleta-A (UV-A), ultravioleta-B (UV-B)
respectivamente (MCCLUNEY, 1994).

Pesquisas sobre o efeito de UV-A e UV-B geralmente estimulam respostas relacionadas
ao sistema de fotoprotecdo das algas, em especial a sintese de aminoacidos do tipo
micosporinas (MAAs) e de proteinas (SINGHAL et al., 1999), mas a radiag@o ultravioleta
também esta associada a regulacdo fotomorfogénica, ou seja, a resposta do sistema biologico a
diferentes estimulos de radiacdo. O efeito de UVR em algas esta vinculado desde a quantidade
e tamanho de cloroplastos em diatomaceas (BUMA et al., 1996) a sintese de pigmentos (XUE
et al., 2005).

Ja pesquisas sobre a influéncia da energia PAR no desenvolvimento e reagdo das algas
se devem principalmente a capacidade fotomorfogénica destes organismos. Como descrito
detalhadamente por Jerlov (1976), a radiagdo solar, ao atingir um corpo d’agua, ¢ dispersada
devido aos diferentes niveis energéticos das ondas eletromagnéticas. Comprimentos de onda
mais longos sd3o menos energéticos e t€ém uma menor capacidade de penetracdo no meio
aquatico. Enquanto comprimentos mais curtos sdo mais energéticos e conseguem penetrar até
maiores profundidades no ambiente marinho. Devido a isso, cores propagadas em maiores
comprimentos de onda, como vermelho e amarelo sdo dispersadas no meio aquatico com maior
facilidade do que cores como azul e verde, que possuem comprimentos de onda menores.

Diante das nuances do espectro PAR na coluna d’4gua, as algas desenvolveram
sistemas detalhados de recepcdo de radiagdo e diferentes comprimentos de onda podem
acarretar reagdes especificas no sistema morfologico, na atividade enzimatica e fases
reprodutivas (HANELT e FIGUEROA, 2013). Ja na década de 50, Haxo e Blinks (1950)
constaram que para o comprimento de onda de 425,8 nm (correspondente a luz azul) a taxa de
fotossintese da Chlorophyta Ulva taeniata superava em 50% a da Rhodophyta Schizymenia
pacifica, enquanto para o comprimento de 556 nm (correspondente a luz verde) a taxa de
fotossintese de S. pacifica superava a de U. taeniata em quase 300%. Posteriormente, Liining
e Dring (1975) verificaram que a producdo de estruturas reprodutivas em Laminaria

saccharina é dependente da radiacdo fornecida pelos comprimentos de onda de 400 a 520 nm,
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correspondentes ao espectro eletromagnético caracterizado pela luz azul.

Ainda no inicio do século XX, estas diferencas foram relacionadas a presenca de
pigmentos fotossintetizantes acessorios e a capacidade destes de captarem os espectros de
radiagdo que ndo sdo tdo bem absorvidos pela clorofila. O aperfeicoamento de técnicas
laboratoriais nos ultimos anos possibilitou explorar os efeitos das radiagdes monocromaticas
em algas, como a quantificagdo do teor de pigmentos e avaliagdo de estresse oxidativo. A
exploragdo do ultimo € de interesse pois, quando estressado um corpo pode sofrer mudancas
metabolicas que alteram a produg@o de compostos oxidantes, que, quando em excesso, podem
causar danos a estruturas e, em algas, ja foram relacionados a menores taxas de crescimento,
oxida¢do danosa de lipidios e interrupgdo da sintese de proteinas (COLLEN et al., 2004;
ROLEDA et al., 2010; KUMAR et al., 2011). Devido a isso compostos antioxidantes podem
ser utilizados como indicadores de estresse oxidativo e reagdo metabodlica (FINKEL e
HOLBROOK, 2000; SUNDA et al., 2002).

No ambito de espectros de radiacdo um organismo fotossintetizante pode ter diferentes
reacoes a especificos comprimentos de onda, desde mudancas na quantidade de compostos
antioxidantes (WU, 2016), pigmentos (BONOMI BARUFI; FIGUEROA e PLASTINO, 2015)
e outros. Godinez-Ortega et al. (2008), por exemplo, avaliaram que a espécie comestivel
Halymenia floresii tem uma taxa de crescimento maior quando cultivada sob luz verde em
comparagdo as luzes branca, vermelha e azul. Ja a alga parda Sargassum horneri revelou
preferéncia da luz azul a luz vermelha (MIKI et al., 2017). Segundo Carmona et al. (1998),
diferentes qualidades de luz também apresentaram diferencas na quantidade e qualidade do
polissacarideo agar-agar produzido pela alga vermelha Gelidium sesquipedale.

Chondracanthus teedei (Mertens ex Roth) Kiitzing ¢ uma alga vermelha pertencente a
familia Gigartinales com geodistribui¢do historicamente atribuida ao Brasil, Portugal, Franga,
Gri-Bretanha, Mediterraneo, Bermudas, Japao e Korea (DO ROSARIO e DE BRAGA, 1990;
PEREIRA e MESQUITA, 2004).

Recentemente os espécimes da Asia foram geneticamente classificados como
Chondracanthus chamissoi por Yang, Makaya e Kim (2015) e os das Bermudas como
Chondracanthus saundersii por Schneider e Lane (2005). Atualmente C. feedei tem sua
distribuicdo associada as regides costeiras do Atlantico Norte e na costa oeste do Atlantico Sul
(ROCHA-JORGE et al., 2018).

C. teedei é encontrada na regido entre marés até 4 m de profundidade (GUIRY, 1984)
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e cresce em aguas com temperaturas entre 18 ° C a 26 ° C (BRAGA e MARINO, 1985). No
Brasil essa espécie ¢ encontrada principalmente na regido entre marés de costdes rochosos,
desde o norte do Maranhao até o Rio Grande do Sul (HORTA et al., 2016) ¢ em Fernando de
Noronha (VILLACA et al., 20006).

No Brasil, C. teedei tem um potencial biotecnoldgico devido ao potencial da mesma na
industria alimenticia (PEREZ-LLORENS et al., 2016) e a alta concentracio de carragenana em
sua composi¢do, quando comparada a outras algas brasileiras (BASTOS, 2013). Por causa de
suas propriedades gelificantes, a carragenana ¢ o principal hidrocoloide produzido em escala
global (PORSE e RUDOLPH, 2017). Outras espécies do género Chondracanthus ja sao
exploradas em paises como o Chile, Peru e Estados Unidos, (VASQUEZ ¢ ALONSO VEGA,
2001; WAALAND, 2008; HAYASHI et al., 2014; MACCHIAVELLO et al., 2018).

Apesar do potencial de C. feedei, pouquissimos estudos foram publicados sobre os
efeitos da irradiag@o nessa espécie. Love (2018), observou que C. teedei, teve seu crescimento
otimizado a irradiancia de 360 pmol fotons m2s™! quando comparada ao crescimento em 50
umol fotons m2 s-!'. Entretanto, que sob a alta irradiincia o teor de ficoeritrina, ficocianina,
carotenoides e clorofila era menor do que o observado sob a irradiancia de 50 pmol fotons m
st

Além disso sabe-se menos ainda sobre o efeito da qualidade da radiacdo nesta alga.
Schmidt et al. (2012), ao cultivarem C. teedei durante sete dias a irradiancia de 80 pmol fotons
m2 s e 3 h de exposi¢do didria a 6 Wm? de UV-B, notaram um aumento da espessura da
parede celular, diminui¢do na taxa de crescimento em 55% e diminui¢ao no teor de pigmentos
fotossintetizantes. Além do experimento conduzido por eles, contudo, ndo foi encontrada
nenhuma publicagdo sobre os efeitos de diferentes qualidades de radiagdo na macroalga

Chondracanthus teedei.

1.1 CURVA PIE ATIVIDADE FOTOSSINTETIZANTE A PARTIR DA FLUORESCENCIA
DA CLOROFILA a E EVOLUCAO DO OXIGENIO

Ao absorverem PAR algas direcionam parte desse recurso aos centros de recepgdo de
energia da clorofila a. Estes centros transportam a radiagdo por meio de elétrons, que serdo
utilizados na producao de energia para a alga, processo que consome didxido de carbono e gera

agua e oxigénio, entre outros (GRAHAM et al., 2016).
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Durante essa reacdo ha excitamento das moléculas de clorofila, que passam do estado
basal (de menos energia) para um estado excitado (de mais energia) denominado singlet 1.
Devido a instabilidade energética da molécula durante o singlet 1, esse excesso de energia €
rapidamente dissipado por trés vias: dissipacdo fotoquimica (para producdo de energia por
meio de reagdes quimicas), dissipacdo ndo-fotoquimica (perdida como calor e outros meios
ndo aproveitados pelo organismo) e fluorescéncia (emissdo de radiacdo pela clorofila)
(CAMPOSTRINI, 1997).

A fluorescéncia da clorofila ¢ uma radiagdo emitida em forma de luz visivel e devido a
isso, pode ser quantificada em laboratorio por sensores que consigam captar esta energia. Como
ela depende tanto da radiag@o recebida pelo aparato fotossintético quanto do estado de saude
deste sistema, a partir dela, pode-se inferir diversas informagdes sobre o aparato fotossintético
do organismo em questdo. Devido a isto, quando avaliadas a fluorescéncia da clorofila a e a
concentragdo de oxigénio em relacdo a irradiancia disponivel, pode-se inferir quanta energia
estd sendo utilizada e quanto oxigénio estd sendo produzido pela alga quando ela esta sujeita a
uma intensidade de luz especifica.

Em laboratorio estes dados podem ser utilizados para aferir a taxa de fotossintese de
uma alga e descobrir sob quais irradiancias esta alga consegue superar o ponto de compensacao
(quando a taxa de respiragdo e de fotossintese sdo iguais) e atinge a ponto 6timo de fotossintese.
Estas informagdes sdo imprescindiveis para o cultivo da alga em laboratorio e podem ser
obtidas por meio de uma curva PI ajustada. A partir da mesma ¢ possivel também fazer a analise
da relagdo de transporte de elétrons e o oxigénio produzido.

Para obter os parametros associados a fluorescéncia da clorofila a € possivel utilizar um
PAM (Fluorimetro de Pulso de Amplitude Modulada). Este aparelho capta a fluorescéncia
emitida pela alga apds receber um pulso de luz capaz de saturar os fotossistemas. A partir destes
dados de fluorescéncia podem ser avaliados:

Fo: fluorescéncia basal;

Fm: fluorescéncia maxima, ao longo do pulso de saturagdo, parra amostras aclimatadas
ao escuro ou com centro de reacdo completamente oxidados (abertos);

Fi’: fluorescéncia maxima de saturagdo, apos o pulso de saturagdo para amostras que
estejam cultivadas em condicdo luminica, na qual nem todos os centros de reacdo do
fotossistema II estejam oxidados;

Fv/ Fm: rendimento quantico maximo, medido ap6s pulso de saturacdo com a alga no
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escuro.

Estas informacdes permitem calcular a taxa de transporte de elétrons (ETR) de um
organismo. Essa taxa, quando analisada para um organismo sob uma irradiancia especifica,
permite a analise do quanto da irradiancia recebida estd sendo de fato utilizada para realizar

fotossintese (rendimento quéntico) (GRAHAM et al., 2016).

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar os efeitos dos espectros de radiagdo correspondente a luz branca, amarela,

verde, azul e vermelha na fisiologia da macroalga Chondracanthus teedei.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a taxa de crescimento relativo (RGR) de Chondracanthus teedei submetida a
diferentes tratamentos com radiagdes monocromaticas durante sete dias;

e Avaliar as respostas de fotossintese associadas com a fluorescéncia in vivo da clorofila
a para o calculo de rendimento quantico méximo (Fy/ Fn) e a taxa de transporte de
elétrons (ETR) de Chondracanthus teedei submetida a diferentes espectros de radiacao
durante os dias 0, 1, 7 e 8 do periodo experimental;

e Quantificar teores de clorofila a (Chl a), carragenana, ficocianina (PC), ficoeritrina
(PE), e compostos antioxidantes (RSA) nos talos de Chondracanthus teedei, avaliando

a eventual influéncia da radiagdo monocromatica nessas respostas fisioldgicas.

3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 PROCEDIMENTO DE COLETA

Foram coletados espécimes de Chondracanthus teedei no dia 21 de janeiro de 2019 na
regido entre marés do costdo rochoso da Praia de Itapiruba (Norte), Imbituba, SC (28°20'17.3"S
48°42'12.7"0). A coleta foi realizada entre as 09 h e as 10 h, com maré em 0,2 m de altura.

A biomassa foi coletada e armazenada com dgua do mar em um recipiente térmico. O
material foi diretamente transportado ao Laboratorio de Ficologia da Universidade Federal de
Santa Catarina (LAFIC), a 100 km de distancia. No laboratorio as algas foram lavadas em agua
doce para remocao de epifitas e separadas em aquarios de vidro com 8 ml de stock VS para
cada litro de agua do mar esterilizada, meio de cultura Von Stosch 100% (VS 100%). Os
aquarios foram mantidos com salinidade 35, temperatura de 24 ° C, iluminados por lampadas
fluorescentes brancas com irradidncia de 95 umol fotons m s-!, foto periodo 12h e sujeitos a
aeracdo constante. Os dados de irradiancia foram medidos com o quantimetro Li-Cor (Li-193).

Para homogeneizacdo do material, apenas individuos que ndo apresentavam

carposporoéfitos e de fisiologia semelhante foram selecionados (organismos de cerca de trés

centimetros com talos achatados).

Figura 2. A) Chondracanthus teedei. B) Presenca de Chondracanthus teedei na regido entre marés do
costdo da Praia de Itaperuba (Norte), em Imbituba, SC.

3.2 CURVA PI E ATIVIDADE FOTOSSINTETIZANTE

Para a obtengdo de uma curva PI e uma curva oxigénio x ETR, C. teedei foi incubada

em laboratorio e por meio dos dados obtidos pela metodologia descrita a seguir pode-se avaliar
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a irradiancia sob a qual a alga deveria ser cultivada em laboratorio. Os dados de quantidade de
irradidncia foram obtidos por um quantimetro Li-Cor (Li-193), a concentracao de oxigénio foi
mensurada por um oximetro de bancada (YSI 500) e os parametros associados a fluorescéncia
da clorofila a foram obtidos por um Water PAM Waltz (Fluorimetro de Pulso de Amplitude
Modulada).

Para a obtengdo do rendimento quantico efetivo foi utilizada a seguinte formula [1]:

AF,/Fpn’ = (Fn’ - Fo)/ Fu’ [Férmula 1]

A taxa de transporte de elétrons foi calculada da seguinte formula [2]:

ETR=AF,/Fw *1* ABST * 0,15 [Formula 2]

Onde ETR: taxa de transporte de elétrons (em pmol elétrons m?s'); A Fy/ Fu’: rendimento

quantico efetivo; I: irradiancia fornecida pela luz (em pmol fétons m2s™'); ABST: absortancia.

Para obtencdo dos dados para construgdo da curva PI e medicdo dos pardmetros da
fluorescéncia da clorofila a foram estabelecidos 7 periodos de incubacdo, sujeitos as seguintes
intensidades de luz: 0, 20, 50, 100, 200, 400 ¢ 1000 pmol fétons m? s, com medi¢des de
concentracdo de oxigénio e rendimento quantico efetivo no inicio e fim de cada um. O
rendimento quantico maximo foi avaliado por meio do Water PAM.

O tempo de incubagdo foi de 25 minutos. Foram utilizadas triplicatas em cada
intensidade luminosa. Cada réplica foi elaborada com 1g de alga em 200 ml de agua do mar
esterilizada num recipiente de acrilico selado, sem contato com a atmosfera. Para
homogeneizagdo das amostras durante as leituras, os recipientes foram colocados sob agitacdo
constante sob a temperatura de 24 ° C.

Foram utilizadas lampadas LED brancas e a quantidade de radiagdo incidente foi
controlada pela distancia das ldmpadas das amostras e sombrites de malha 0,1 mm. A medicdo
da intensidade da radiagdo e a absortdncia da mesma pela alga foi feita por meio do quantimetro
Li-Cor Li-193. O método de apuracdo da absortincia consistiu em manter a alga localizada
exatamente acima do sensor do Li-Cor, de modo que nenhuma parte do sensor ficasse

recebendo iluminacdo direta e calcular a absortancia ao comparar as medicdes obtidas com a
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alga sob o sensor (irradiancia final) e sem a alga (irradiancia inicial) [Formula 3]..

ABST =1 - If/lo [Férmula 3]

Onde ABTS: caélculo da absortincia; If: irradidncia final (em pmol fotons m? s') e Io:

irradiancia inicial (em pmol fotons m=2 s).

A fotossintese liquida foi obtida com os dados de oxigénio [Formula 4]. O rendimento
quéantico efetivo foi obtido por meio do PAM ao emitir um pulso de saturagdo sobre a amostra
no fim de cada periodo de incubagdo. A fotossintese também foi avaliada como produgdo de
oxigénio. O calculo da fotossintese maxima (ETRmax) da eficiéncia de fotossintese (o ETR) e
da irradiancia de saturagdo (ETRmax /a0 ETR) foi obtido por ajuste dos dados de concentragio
de oxigénio aos dados de ETR no modelo matematico desenvolvido por Webb et al. (1976)

[Formula 5].

NP = AOz * V/(B*At) [Férmula 4]

Onde NP: fotossintese liquida; AO»: variagdo de oxigénio na amostra, oxigénio final menos o
inicial (em mg.L"); V: volume da cAmara de incubagdo (em litros); B: biomassa utilizada (em
gramas); At: tempo de incubacdo (em horas).

PI=Pmax.[1 —exp(—a ./ Pmax)] [Férmula 5]

Onde PI: curva fotossintese x irradiancia; Pmax: valor de fotossintese maximo, o: eficiéncia da

fotossintese, I: irradidncia no eixo horizontal (em pumol fotons m2 s™).

3.3 EXPERIMENTO COM RADIACOES MONOCROMATICAS

O experimento foi dividido em duas etapas. O periodo 1 foi do dia 0 ao 7 e consistiu
em utilizar as 1ampadas coloridas de modo a suplementar a radiagdo fornecida pela lampada

fluorescente. Ja o periodo 2 foi no dia 8, quando as lampadas fluorescentes foram desligadas e
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as algas ficaram somente sobre a influéncia de lampadas LED (Light Emitting Diode)
coloridas. Esta divisdo de periodos foi realizada para tentar distinguir se as algas apresentavam
alguma diferenga significativa entre o tratamento do espectro de luz fluorescente suplementado
com a irradiancia fornecida pelas LEDs monocromaticas e o tratamento de submeter as algas
somente as LEDs, e consequentemente uma banda especifica de radiagao.

Antes de iniciar o periodo experimental, a algas foram aclimatadas durante 7 dias, em
25 ° C e irradiancia de 120 pmol fotons m=s™!' fornecida por lampadas fluorescentes. A cada
dois dias o meio de cultura VS 100% foi renovado.

A divisdo do periodo experimental em duas etapas segmentou o periodo 1 entre o
controle (FL) e cinco tratamentos de FL suplementada com 22 umol fotons m? s de um
espectro de radiagdo adicional fornecido por lampadas LED das cores: branca (FL + WH), azul
(FL + BL), verde (FL + GR), vermelha (FL + RD) e amarela (FL + YE). O periodo 2 constou
com o tratamento de irradidncia fornecida apenas pelo espectro de radiagdo fornecido pelas
lampadas LED coloridas brancas (WH), azuis (BL), verdes (GR), vermelhas (RD) e amarelas
(YE).

Os dados de rendimento quantico maximo foram obtidos com as algas no escuro antes
de iniciar o foto periodo de iluminagdo por meio de um pulso de saturagdo > 4000 pwmol foétons
m? s emitido por um Junior-PAM Waltz (Fluorimetro de Pulso de Amplitude Modulada)
antes de iniciar o experimento (0 h, dia 0), ap6s 24 h (dia 1) e nos dias 7 e 8 de experimento.
Dados de ETR e absortancia foram obtidos apos as algas estarem sujeitas ao tratamento, nos
dias 0 (12 h), 1 (36 h), 7 e 8 (as 6h e 12h apos o inicio do periodo experimental do dia 8). A
taxa de transporte de elétron foi mensurada ao submeter por vinte segundos uma porcao
mediana do talo a uma luz actinica de 120 pmol fétons m? s™! e em seguida aplicar um pulso
de satura¢do > 4000 umol fotons m= s,

A taxa de crescimento relativo (RGR) foi obtida pesando as algas de cada recipiente
nos dias 0 (0 h) e 7. Para realizar a pesagem o excesso de dgua do material algaceo foi removido

utilizando papel absorvente e utilizou-se uma balanga analitica (Marte AY220).
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Para as anélises de clorofila a, ficobiliproteinas e compostos antioxidantes 2 g de
biomassa foi extraida e congelada nos dias 0, 7 e 8. Foram retirados 10 g de biomassa para a
quantificagdo de carragenana nos dias 0 e 7, devido a alta quantidade de biomassa necessaria
para esta analise. Um esquema ilustrativo de todo o processo experimental pode ser visto na

Figura 3 e fotos do experimento na Figura 4.

Aclimatacédo Experimento Periodo 1 Experimento Periodo 2

T T I T I T Lo _TT
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. J (horas) | I |
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Legenda
4k Tratamento de Lampada fluorescente (FL) 120 um _fi Pesagem
.}r Erlenmeyer de 500 ml com 13 g de alga
Tratamento de LED branca (WH) 20 um Pesagem com retirada de biomassa para andlises
Tratamento de LED azul (BL) 20 um u de clorofila, ficobiliproteinas e atividade antioxidante
Erlenmeyer de 500 ml com & g de alga
=== Tratamento de LED verde (GR} 20 um A Retirada de biomassa para anélises de carragenana
=== Tratamento de LED vermelha (RD} 20 um ﬁ Pulso de saturacdo para obtencéo de ETR
Tratamento de LED amarela (YE) 20 um
l Incidéncia de radiacéo ' Pulso de saturagéo para obtencdo de Fv/Fm

Figura 3. Esquema ilustrando todo o periodo de tratamento das algas. A aclimata¢do foram os 7 dias anteriores ao inicio do

experimento. No periodo 1 o tratamento foi de enriquecimento da luz fluorescente com luz LED e no periodo 2 o tratamento
foi somente com as lampadas LED.
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Experimento Periodo 1 Experimento Periodo 2

= P e

Figura 4. A) Tratamento de luz fluorescente e enriquecimento com luz amarela (FL + YE). B) Tratamento

de

luz fluorescente e enriquecimento com luz vermelha (FL + RD). C) Tratamento de luz fluorescente e

enriquecimento com luz branca (FL + WH). D) Tratamento de luz fluorescente e enriquecimento com luz
verde (FL + GR). E) Tratamento de luz fluorescente (FL). F) Tratamento de luz fluorescente com
enriquecimento com luz azul (FL + BL). G) Tratamento de luz monocromatica amarela (YE). H)

Tratamento de luz monocromatica vermelha (RD). I) Tratamento de luz monocromatica branca (WH). J)
Tratamento de luz monocromatica verde (GR). K) Tratamento de luz monocromatica azul (BL).

3.4 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

3.4.1 Calculo da taxa de crescimento relativo (RGR) e relacdo massa fresca/massa seca
O célculo da taxa de crescimento da biomassa foi realizado utilizando os dados de
biomassa obtidos no dia 0 do experimento ¢ os obtidos no dia 7 do experimento, seguindo a

metodologia de Yong et al. (2013) [Férmula 6].

RGR (%.dia V) = [(Nt/No) (0 -1] * 100%/t [Formula 6]

Onde RGR: taxa de crescimento relativo em porcentagem (em dias); Nt: biomassa inicial (no

dia 0); No: biomassa final (no dia 7) e t: tempo de experimento (em dias).

Para o calculo da relagdo entre massa fresca ¢ massa seca (MF/MS) utilizou-se a
formula [7]. A massa fresca foi obtida ao separar vinte fragmentos de alga e pesa-los e numa
balanga analitica. Os fragmentos foram colocados em placas de petri e inseridos numa estufa

por 24 h a temperatura de 60 ° C. Apods esse periodo o material de cada placa de petri foi pesado
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para a determinagdo da massa seca.

Relagdo entre massa fresca e massa seca: MF/MS [Férmula 7]

Onde MF: massa fresca e MS é massa seca.

3.4.2 Quantificacao de ficocianina (PC), ficoeritrina (FE) e clorofila a (Chla a)

Extratos de ficobiliproteinas (PBP) foram obtidos por meio do método de Beer e Eshel
(1985). Foram macerados 0,09 - 0,2 g de biomassa congelada em um almofariz com 3 ml de
tampao fosfato (pH 6,8). O extrato foi colocado em tubos de falcon de 15 ml e deixado a 4 ° C
no escuro durante 30 minutos. Em seguida os tubos foram submetidos a 20 minutos de
centrifugacdo a 10 000 rpm (rotagdes por minuto). O material sobrenadante foi retirado e
analisado em um espectrofotometro de varredura Global Trade GTA-97, nos comprimentos de
onda de 190 a 800 nm.

A partir das leituras obtidas pelo espectrofotdmetro foram quantificadas as

concentracoes de PC e PE por meio das formulas [8 e 9].

PC = [As18-Ass5) - (As92-Asss) * 0,51] * 0,15 [Férmula 8]
PE = [(As64-As92) - (Aass-Asoz) * 0,2] * 0,12 [Férmula 9]

Onde PC: ficocianina (em mg.g™! MS); PE: ficoeritrina (em mg.g"! MS); Acis, Aesss, Asoz, Ases
e Asss: absorbancias obtidas nos comprimentos de onda 618 nm, 645 nm, 592 nm, 564 nm e

455 nm.

Ao material precipitado (pellet) originado da centrifugacao foi adicionado o volume 3
ml de acetona 90% e colocado sob um agitador vortex por 5 minutos, para ressuspensao desse
material no novo solvente. Em seguida, os tubos foram deixados overnight no escuro a
temperatura de 4 © C para extragdo da clorofila a, seguindo uma metodologia adaptada de
Ritchie (2006). Apos o periodo overnight, as amostras foram centrifugadas durante 20 minutos
a 10 000 rpm. Foi retirado o material sobrenadante e este foi analisado em um
espectrofotometro nos comprimentos de onda de 400 nm a 800 nm. A partir dos valores obtidos

das leituras, foi quantificada a clorofila a conforme a formula [10].
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Chl a: ((11,4062) * (Ass4-A750)) / 1000 [Férmula 10]

Onde Chl a: clorofila a (em mg.g! MS); Agss € A7s0: absorbancias obtidas nos comprimentos

de onda 664 nm e 750 nm.

3.4.3 Quantificacio de carragenana

A extragdo de carragenana foi adaptada da metodologia de Rodrigues et al. (2011). Foi
macerado 1 g de biomassa seca de cada amostra com 30 ml de dgua destilada e este material
foi depositado em tubos de falcon de 50 ml. Os tubos foram entdo autoclavados durante 30
minutos a 121 ° C. Antes das amostras esfriarem, elas foram centrifugadas a 4 000 rpm durante
5 minutos. O material sobrenadante foi retirado e transferido para um béquer de 100 ml
contendo 30 ml de alcool 92,8 %. O béquer foi deixado a 4 ° C, no escuro, overnight.

Ap6s o periodo overnight, foi retirado o material sobrenadante excessivo € 0 composto
solidificado foi colocado em um tubo de falcon 15 ml e centrifugado por 10 min a 4 000 rpm.
O pellet depositado no fundo do tubo de falcon foi colocado em um vidro de relégio e colocado
na estufa a 60 ° C durante 24 h. O material resultante foi pesado e a massa final, formada pelas

fibras de carragenana, foi representada por miligrama de carragenana por grama de alga seca.

3.4.4 Quantificacio de compostos antioxidantes (RSA)

As andlises de quantidade de compostos antioxidantes com C. feedei, foram adaptadas
do o protocolo de Blois (1958), o qual faz uso do radical livie DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) para a determinacdo dos compostos antioxidantes em miligrama de acido
ascorbico por grama de MS. Por ser um radical livre receptor de hidrogénio, o DPPH esta
disponivel na amostra para reduzir compostos oxidantes. O acido ascorbico funciona como
composto oxidante, e, portanto, quanto menor a quantidade de DPPH inibido, maior ¢ a
capacidade antioxidante da amostra.

Seguindo o protocolo, foram macerados 250 mg de alga congelada com 2,5 ml de
metanol 80 % e esse material foi colocado num tubo de falcon de 15 ml. Apds 12h de extragdo
no escuro a 4 ° C, o material foi centrifugado a 4 000 rpm. Aliquotas de 500 pl do sobrenadante
foram transferidos para outro tubo de falcon e adicionados 1000 ml de metanol 80 % e 150 pl

de uma solugdo de DPPH (1,27 mM). Esta solug@o final foi deixada 30 minutos no escuro e em
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seguida lida no espectrofotometro a 517 nm.
Foi realizada uma curva padrao com acido ascorbico com concentragdes de 0 a 30 uM.
A partir da curva padrdo de acido ascorbico pdde-se aferir a concentragdo de DPPH oxidado

em cada amostra [Formula 11].

ABS = a *[DPPH] + b [Férmula 11]

Onde ABS: absorbancia da amostra; “a” e “b” s@o as constantes obtidas a partir da curva padrao

com acido ascorbico ¢ [DPPH] é a concentracdo de DPPH oxidada na amostra.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para todos os dados foi verificada a normalidade e aplicado o teste de Cochran com
nivel de significancia 5% (p > 0,05) para a homogeneidade de variancia. Os dados de clorofila
a, ficoeritrina, ficocianina, carragenanas e atividade antioxidante foram submetidos a um teste
de variancia (ANOVA) unifatorial levando em conta apenas os tratamentos do periodo 1 e 2.
Os dados de ETR e Fy/Fn foram submetidos a uma analise bifatorial (tratamento e tempo).
Todos os dados foram sujeitos a um teste de correlagdo, para verificacdo de dependéncia dos
fatores entre si.

Quando verificadas diferencas significativas (p < 0,05), foi realizado teste post hoc pelo
método de Student-Newman-Keuls (SNK). O nivel de significancia adotado foi de 5% (p >

0,05). Para as analises estatisticas foi utilizado o Software Statistica 7.

4 RESULTADOS

4.1 CURVAS FOTOSSINTESE x IRRADIANCIA E ETR x OXIGENIO

Os dados de evolugdo do ETR em fungdo da irradidncia revelaram uma relagdo

diretamente proporcional entre os dois (Figura 5 B). A concentracdo do oxigénio calculada
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como fotossintese liquida foi plotado na Figura 5 C. A partir dos valores obtidos e plotados na
curva PI (Figura 5 A) pode-se calcular que o ponto de compensagao ¢ atingido a irradiancia de
94 pmol fotons m? s e que a irradiancia 6tima € obtida a 420 umol fotons m= s!. Valores
acima de 420 umol fotons m? s™! podem levar a fotoinibi¢ao, portanto ndo foram considerados
de interesse para o desenvolvimento do trabalho. Com essas informacdes foi inferido que
qualquer valor acima de 94 pmol fotons m? s e abaixo de 420 umol fotons m2 s seria
suficiente para a realizacdo do experimento pois, neste intervalo, a fotossintese supera o ponto
de compensagdo e o aparato fotossintético ndo € saturado. Devido a isso e a intensidade das
luzes fluorescentes presentes no laboratdrio, foi estabelecida uma intensidade luminosa de 120

umol fotons m 7! para as luzes fluorescentes do experimento.
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Figura 5. A) Grafico Consumo Oxigénio x Irradiancia, com a curva PI seguindo o modelo matematico de Webb et
al. (1976). Eopt ¢ a irradiancia 6tima e Ek a irradiancia de compensagéo. Valores negativos indicam respiragdo. B)
Grafico ETR x Irradiancia, indicando uma relagéo diretamente proporcional entre o transporte de elétrons (ETR) e as
irradiancias utilizadas. C) Taxa de Fotossintese liquida x Irradidncia. D) Grafico de consumo de oxigénio x ETR.

4.2 ANALISES LABORATORIAIS

A Tabela 1 apresenta os resultados das analises de variancia (ANOVA unifatorial) para
os pardmetros avaliados neste estudo. As variaveis dependentes RGR, Chl a, PC, PE,

carragenana ¢ RSA foram analisadas em relagdo ao fator independente tratamento. Os
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parametros ETR e Fy/Fm foram avaliados em fun¢@o do tempo e tratamento. No periodo 1 os
dados de pigmentos, Fyv/Fm € RSA ndo apresentaram diferenca significativa, mas carragenana e
RGR apresentaram diferenca significativa para o tratamento e ETR para a interacdo do tempo
e tratamento. No periodo 2 diferenca significativa foi vista em ETR para o tempo, Chl a e RSA

para o tratamento e Fy/Fr, para a interagdo do tempo e tratamento.

Tabela 1. Resultados das analises de variancia dos pardmetros avaliados para os tratamentos, o tempo
e a sinergia dos dois. Analises estatisticas do tratamento de enriquecimento do espectro de radiagdo das
lampadas fluorescentes com lampadas coloridas, referentes aos dados dos dias 0 ao 7 estdo no “Dia 7.
Analises estatisticas do tratamento somente com ldmpadas coloridas estdo no “Dia 8” e correspondem
aos dados do dia 8. Resultados que demonstraram diferenga para a probabilidade de significancia (p <
0,05) estio representados na tabela em negrito. ETR: taxa de transporte de elétrons (umol fotons m™s”
"; Fy/Fum: rendimento quantico méximo; RGR: taxa de crescimento relativo (% dia™); Chl a: clorofila a
(mg.g”' MS); PC: ficocianina (mg.g™' MS); PE: ficoeritrina; RSA: compostos antioxidantes (mg.g™' MS).

DIA 7
Tempo Tratamento Tempo*Tratamento
Variavel df F P F P F P
ETR 3 1,49 0,24 4,48 0,01 2,59 0,018
FvFm 3 0,85 0,43 0,73 0,61 1,56 0,159
RGR 3 3,49 0,02
Chla 3 0,77 0,58
PC 3 1,13 0,38
PE 3 1,16 0,36
Carragenana 3 16,46 0,00
RSA 3 2,28 0,09
DIA 8
Tempo Tratamento Tempo*Tratamento
Variavel df F P F P F P
ETR 3 15,04 0,00 2,49 0,09 1,76 0,19
FyFm 3 7,73 0,01 6,48 0,00 1,41 0,28
Chla 3 6,69 0,00
PC 3 0,69 0,61
PE 3 1,29 0,31
RSA 3 4,06 0,02
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4.2.1 Taxa de crescimento relativo (RGR)
A taxa de crescimento relativo apresentou diferenca significativa para tratamento, com
FL e o FL + GR apresentando menores taxas de crescimento do que as algas sujeitas ao

tratamento FL + RD (Figura 6).

afb

RGR (%)

%

FL FL+WH FL+BL FL+GR FL+RD FL+YE
Tratamento

Figura 6. Taxa de crescimento relativo (RGR) de Chodracanthus teedei do dia 0 ao dia 7 de acordo
com o tratamento. Os tratamentos correspondem ao controle (FL) e lampadas fluorescentes enriquecidas
de luz LED colorida (FL + LED). Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de
Student-Newman-Keuls (SNK).

4.2.2 Taxa de transporte de elétron (ETR)

A taxa de transporte de elétron (ETR) mostrou diferenca significativa para a interag@o
do tempo e tratamentos com enriquecimento com espectros de onda de diferentes
comprimentos de onda nos dias 0 e 1 (Tabela 1). No dia 1 o valor de FL (4,241 + 1,371 pmol
e- m? s!) foi significativamente superior aos demais (WH 2,716 + 0,954 umol e m? s*'; BL
2,273 £ 0,451 umol e m? s7!'; GR 2,409 + 0,509 pmol e m? s7!; RE 2,259 + 0,599 pmol e m"
251 com excecdo de YE (3,470 + 0,298 pmol e m? s!). Os dados do dia 7 ndo apresentaram
diferenca significativa para nenhum dos pardmetros (Figura 7 A).

No periodo do tratamento somente com luzes coloridas (dia 8, 6h e 12h), os valores
obtidos as 12h (2,025 + 0,346 umol e m s™") foram significativamente menores (Figura 7 B)

do que os valores obtidos as 6h (2,519 £ 0,463 umol e m s™!).
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Figura 7. A) Média dos valores de ETR obtidos para cada tratamento na primeira fase do experimento,
apos 12h de exposi¢do ao controle (FL) e tratamentos de ldmpadas fluorescentes enriquecidas com
espectro de radiacdo fornecida por LED colorida (FL + LED) nos dias 0, 1 e 7 (a direita). B) Média dos
valores de ETR obtidos ap6s 6 h e 12 h de exposicdo das algas aos tratamentos de luzes coloridas (LED)
no dia 8. WH (LED branca), BL (LED azul), GR (LED verde), RD (LED vermelha) e YE (LED
amarela). FL: lampadas fluorescentes. Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste
de Student-Newman-Keuls (SNK)

4.2.3 Rendimento quantico maximo (Fv/Fm)

A partir do dia 8 (0 h e 24 h) foi registrada uma diferenca significativa no tratamento e
no tempo, porém nao foi observada diferenca significativa para a interacdo (tempo x
tratamento) (Tabela 1). Houve uma diminui¢ao significativa do Fy/Fm das 0 h (0,560 = 0,009)
as 24 h (0,540 + 0,003). Os dados de WH e RD (0,557 + 0,011 e 0,560 + 0,017) foram
significativamente maiores dos que os demais (BL 0,508 + 0,009; GR 0,538 £0,011; YE 0,540
+ 0,011), porém houve uma diminui¢cdo em todos (Figura 8). O rendimento quantico maximo

ndo apresentou diferenca significativa para nenhum parametro dos dias 0 ao 7.
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Figura 8. Média dos valores de F,/Fy, (rendimento quantico maximo) obtidos no dia 8 do experimento,
as 0 h e 24 h de exposicao das algas aos tratamentos de luzes coloridas (LED) no dia 8. WH (LED
branca), BL (LED azul), GR (LED verde), RD (LED vermelha) e YE. (LED amarela). Letras diferentes
representam diferenga significativa pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK)

4.2.4 Ficocianina (PC), ficoeritrina (PE) e clorofila a (Chl a)

Os dados de PE, PC e Chl a ndo apresentaram nenhuma diferenga significativa para os
tratamentos no dia 7, no dia 8. Tratamentos com YE obteve valores de Chl a significativamente
maiores que os demais (Tabela 2). Os teores de Chl ¢ diminuiram drasticamente do dia 7 para
o dia 8 em todos os tratamentos, podendo estar associado a algum erro de extracdo. Os teores
de PC aumentaram do dia 7 ao 8 para todos os parametros, menos para os tratamentos WH e
GR. Os dados revelaram um aumento na quantidade de PE em todos os tratamentos, menos

para GR.

Tabela 2. Média e desvio padrdo de clorofila @ (Chla @ em mg.g" massa seca), ficocianina (PC em
mg.g"' massa seca), ficoeritrina (PE em mg.g"' massa seca) e compostos antioxidantes (RSA em mg.g”
massa seca). Analises estatisticas do tratamento de enriquecimento das ldmpadas fluorescentes com
lampadas coloridas, referentes aos dados dos dias 0 ao 7 estdo no “Dia 0 - 7”. Analises estatisticas do
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tratamento somente com lampadas coloridas estdo no “Dia 8, 0 — 24h” e correspondem aos dados do
dia 8. Resultados que demonstraram diferenga para a probabilidade de significancia (p < 0,05) estdo
representados na tabela em negrito. ParAmetros representados por letras diferentes apresentaram
diferencas significativas pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK). FL: lampadas fluorescentes. WH

(LED branca), BL (LED azul), GR (LED verde), RD (LED vermelha) ¢ YE. (LED amarela).

Tratamentos Chla PC PE RSA
Dia0-7
FL 0,49+0,12% 0,35+0,29* 0,32+£0,05% 0,51+0,22%
FL + WH 0,39+0,05* 0,21+0,08* 049+0,16° 0,79+0,15%
FL + BL 0,36 +0,06* 0,16+0,04* 042+0,14% 0,64 +0,29°
FL + GR 0,40+0,10* 0,21+0,11* 0,61+0,34% 0,62+0,10°
FL +RD 0,39+0,15* 0,16+0,06* 045+0,08° 0,90+0,12°
FL +YE 0,42+0,09* 0,16+0,05* 041+0,15% 0,67+0,15%
Dia 8, 0 - 24h
WH 0,08+0,02* 0,20+0,08* 0,65+0,18% 0,39 +0,09°
BL 0,08+0,02* 0,26+0,10* 0,74+0,27* 0,38+0,12"P
GR 0,08+0,04* 0,19+0,09* 0,45+0,24° 0,59 + 0,09 2
RD 0,08+0,01* 021+0,09* 0,52+0,21% 0,57 +0,14 ®
YE 0,14 +0,02> 0,28+0,13* 0,79+0,30* 0,59 + 0,08 *

4.2.5 Carragenana

Nas analises do dia 7, apds o periodo de enriquecimento do espectro de radiacdo
fornecido por lampadas LED coloridas, os dados de quantidade de carragenana apresentaram
diferenca significativa para o tratamento. Os teores de carragenana encontrados nos
tratamentos FL+ GR (102,719 + 27,137 mg.g"' MS), FL + BL (118,666 + 40,541 mg.g"' MS) e
FL + RD (181,464 + 75,742 mg.g"! MS) foram significativamente menores do que os valores
dos tratamentos FL + YE (298,036 + 20,287 mg.g' MS), FL + WH (331,186 mg.g”! MS) ¢
controle (282,444 mg.g'' MS). Um gréfico ilustrativo dos dados pode ser observado na Figura
9.
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Figura 9. Teor de carragenana nas amostras, dado em miligramas de carragenana por grama de alga
seca para cada tratamento no dia 7. Os tratamentos correspondem ao controle (FL) e lampadas
fluorescentes enriquecidas de luz LED colorida (FL + LED). A linha em negrito (204,87 mg.g” massa
seca) e as pontilhadas representam a quantidade de carragenana encontrada na amostra inicial e o desvio
padrdo, respectivamente. Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Student-
Newman-Keuls (SNK). WH (LED branca), BL (LED azul), GR (LED verde), RD (LED vermelha) e
YE. (LED amarela).

4.2.6 Compostos antioxidantes (RSA)

Os dados de controle inicial dos compostos antioxidantes, tiveram uma média de 6,62
+ 1,28 mg.g! MS, portanto todos os dados dos tratamentos (tanto do periodo 1, quanto 2),
sofreram redu¢@o na quantidade de compostos antioxidantes. No dia 7 ndo foram observadas
diferencas significativas entre os dados de compostos antioxidantes. Houve diferenga
significativa nos tratamentos do dia 8 (Tabela 1). Os tratamentos em BL e WH obtiveram

valores significativamente mais baixos do que em GR e YE (Figura 10).
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Figura 10. Quantidade de compostos antioxidantes na amostra dada em miligrama de 4cido ascorbico
por grama de massa seca. Com excecdo do tratamento somente com luz fluorescente (FL), os
tratamentos do dia 7 representam tratamento com lampadas fluorescentes enriquecido com luzes LED
coloridas (FL + LED). Tratamentos do dia 8 sdo referentes somente a lampadas LED coloridas. Letras
diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK).

5 DISCUSSAO

O ponto de irradiancia 6tima do sistema fotossintético de C. teedei encontrou-se
proximo aos 420 pmol fotons m2 s-!, enquanto o ponto de irradidncia de compensagdo foi aos
92 umol fotons m s-!. Essas informagdes revelaram valores mais alto do que encontrados para
outras macroalgas vermelhas da regido entre marés, como Polyneura hilliae (irradiancia 6tima
proxima aos 125 pmol fotons m2 s-!) no estudo publicado por Hanelt et al. (1992) e Phorphyra
leucostica (irradidncia 6tima em aproximadamente 290 umol fotons m= s-') no estudo de
Mercado et al. (1999) sobre experimentos em laboratorio.

Como C. feedei ¢ uma alga encontrada principalmente na regido entre marés, ela esta
sujeita a radiagdo direta do sol e, com isso, pode-se inferir que seu sistema fotossintético esta

adaptado a receber todo o espectro de PAR disponivel, desde o comprimento de onda da luz
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vermelha até o da luz azul. A capacidade de C. teedei ter uma maior RGR na luz vermelha,
quando comparada com a luz verde e a branca pode ser um indicativo da preferéncia desta alga
crescer em regides mais proximas a superficie. A luz vermelha também ja foi associada com
divisdo celular e acimulo de carbono em Porphyra umbilicallis e Porphyra leucostica
(FIGUEROA, F. L., AGUILERA, J. e NIELL, F. X., 1995; AGUILERA et al., 2012).

Apesar de que no presente experimento conduzido com C. teedei, as algas expostas a
luz verde tenham apresentado a menor taxa de crescimento, estudos feitos por Leukart e Luning
(1994) com Ulva pseudocurvata e as algas vermelhas Audouinella daviesiim, Halarachnion
ligulatum, Pterothamnion plumula, Chondrus crispus e Plumaria elegans mostraram um maior
crescimento na exposic¢do a luz verde em relagdo a vermelha em todas as rodofitas, e apenas U.
pseudocurvata obteve maior RGR na luz vermelha. E possivel que a quantidade de irradiancia
- 20 umol fotons m~s! no presente estudo, em contraste a irradidncia maxima de 1 pmol fotons
m2 s no de Leukart e Luning - tenha impactado a RGR.

A diferenca significativa do ETR do dia 0 e dia 1, mas ndo no dia 7, pode estar associada
a uma reagdo inicial do sistema fotossintético de C. feedei e posterior aclimatacdo. A variacdo
dos dados de controle, contudo, podem indicar que algum fator externo estivesse afetando a
ETR. O mesmo pode estar ocorrendo no dia 8, na andlise realizada as 6 h apos o inicio do
tratamento comparada com a analise apos 12 h. E interessante perceber que para todos os
tratamentos, menos o azul, houve um decréscimo no ETR no dia 8. Isso diverge do trabalho
pioneiro de Haxo e Blinks (1950) e diversos outros posteriores a este (POPPE et al., 2003;
BONOMI BARUFI et al. 2015; KENDIRLIOGLU SIMSEK e CETIN, 2017), que obtiveram
os menores dados de atividade fotossintética em algas vermelhas sob o efeito da luz azul.

Uma das hipoteses para o decréscimo de ETR em todos os tratamentos do dia 8, menos
o azul, é que o PS II das algas sujeitas aos maiores comprimentos de onda tenha sido saturado
e que devido a baixa capacidade fotossintética da luz azul por algas vermelhas, as algas sujeitas
a esse tratamento ndo tenham tido seus fotossistemas saturados. Ademais, a luz azul esta
associada com maior assimilagdo de nitrogénio (LILLO, 2004) e com isso maior uso de elétrons
(FIGUEROA et al., 2003). Apesar disso ¢ importante salientar que o presente trabalho fez
medi¢des pontuais de taxa de transporte de elétron e rendimento quantico maximo, e nao da
evolucao do carbono e oxigénio para medir a fotossintese em si, portanto seria interessante
fazer um acompanhamento da fotossintese sob os mesmos tratamentos, para obter uma mais

informagdes sobre o comportamento fotossintético de C. teedei.
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Esta teoria poderia ser corroborada caso tivesse sido observado alguma diferenga
significativa na concentracao de ficoeritrina presente nas amostras de BL, pois algas vermelhas
quando sujeitas a ambientes com predominancia de luz azul, tendem possuir maior quantidade
de PE e maior capacidade fotossintética para captar essa radiacdo (SAGERT et al., 1997),
contudo, essa diferenga ndo foi significativa no dia 8. Além disso, ao avaliar a curva ETR x
Irradidncia, pdde-se observar que o aumento na intensidade da irradiancia ndo causou um
decréscimo no ETR, portanto o aumento no transporte, observado somente no tratamento da
luz azul, deve ter ocorrido devido a qualidade da radiacao.

Em conjunto com as respostas observadas para Fy/Fi, havendo diminui¢do em todos os
tratamento das Oh as 24h no dia 8 ¢é possivel que C. feedei tenha uma rapida capacidade de
adaptacdo a luz, o que deve estar associada a sua condicdo de alga aclimatada a exposi¢c@o ao
sol (TALARICO e MARANZANA, 2000).

Pesquisas realizadas sob o efeito de diferentes qualidades de luz em macroalgas
vermelhas demonstraram que a luz azul tende a estimular a sintese de ficobiliproteinas
(TSEKOS et al., 2002; KORBEE et al., 2005; GODINEZ-ORTEGA et al., 2008), mas para C.
teedei, nao houve uma diferenca significativa entre os tratamentos. Hemlata e Fatma (2009)
observaram que para a cianobactéria Anabaena NCUU-9, a qualidade de PAR ndo afetava a
quantidade de FBP na amostra, mas que estresses como pesticidas e metais-trago podem
diminuir a quantidade destes pigmentos na alga. Eles associaram essa relagdo negativa com a
presenga de compostos oxidantes nas algas. Apesar da diferenga evolutiva, ao levar em
consideracdo que no dia 8 as algas sujeitas a luz azul apresentaram baixas quantidades de
compostos antioxidante — valores significativamente menores do que os das algas sujeitas aos
tratamentos na luz verde e amarela - ¢ possivel que tenha ocorrido um maior estresse oxidativo
nas algas sujeitas ao tratamento de luz azul, e que tenha inibido uma produgao significativa de
ficobiliproteinas, em especial ficoeritrina. Tanto os dados finais do periodo 1, quanto do
periodo 2, apresentaram grande diminui¢do na quantidade de compostos antioxidantes quando
comparado aos dados iniciais, podendo indicar um estresse oxidativo da alga para os
tratamentos.

A semelhanga entre os dados de pigmentos para todos os tratamentos — menos YE do
dia 8 — pode estar relacionada a um curto periodo de exposicdo ou uma baixa intensidade de
luz. Figueroa, Aguilera e Niell (1995) observaram um aumento significante de PBP e Chl a em

Phorphyra umbilicalis na luz azul, quando comparada com a luz vermelha ap6s um periodo de
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4 semanas de exposi¢do a 50 umol fotons m= s,

O tratamento do dia 8 (somente LED) estava sujeito a aproximadamente 20 pmol fotons
m~2 s-!, em oposi¢do aos 120 pmol fotons m s-! na primeira fase do experimento. Como na
curva PI pdde ser observada que o ponto de compensacdo da fotossintese de C. feedei foi
estabelecido em 92 pumol fotons m? s, é provavel que a diminuigdo no teor de compostos
antioxidante nos tratamentos do dia 8, quando comparados aos do dia 7, esteja atrelado a
quantidade de irradiancia a qual as algas estavam sujeitas, e ndo ao tratamento.

Devido a caréncia de estudos sobre o efeito da qualidade de luz no teor de carragenana
em algas, ¢ dificil fazer uma comparagdo com os resultados obtidos em relagdo a qualidade de
luz, contudo, ¢ possivel afirmar que a quantidade de carragenana foi significativamente maior
nos tratamentos de controle, enriquecimento com luz branca e com a luz amarela. O teor
maximo - encontrado no tratamento de luz branca - chegou a cerca de 30% do peso seco no
presente estudo, valor semelhante ao observado para Hypnea musciformis e espordfitos de
Kappaphycus alvarezii no trabalho de compilagdo de Véliz et al. (2017). Ja o valor minimo foi
cerca de 10% do peso seco, e foi obtido nas algas sujeitas ao enriquecimento com luz azul. Nos
tratamentos de luz branca, azul e vermelha, a média total obtida nesses tratamentos foi menor
do que a do controle ¢ a inicial.

A partir dos dados pode-se observar que a taxa de crescimento de C. teedei nao teve
uma relacdo clara com a quantidade de carragenana. As algas no tratamento de enriquecimento
com luz vermelha tiveram a maior taxa de crescimento, porém baixo concentragdo de
carragenana (cerca de 18%), enquanto as amostras do controle possuiram uma baixa taxa de
crescimento, mas alta taxa de carragenana (30%). Um estudo feito em campo com
Chondracanthus chamissoi revelou que no Chile o periodo anual em que ela tem sua maior
taxa de crescimento (de outubro a fevereiro) ¢ concomitante com os maiores teores de
carragenana (VASQUEZ e ALONSO VEGA, 2001). Estudos em campo observando a taxa de
crescimento da alga e o teor de carragenana em C. feedei seriam interessantes para melhor
compreensdo da presenga — ou auséncia — de relagdo entre a taxa de crescimento e a composicao

de carragenana dessa macroalga.
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6 CONCLUSAO

Oe estudo demonstrou a que a qualidade de PAR sob as condi¢des experimentais
aparentou ndo impactar fortemente respostas fotossintéticas em C. teedei. A producdo de
carragenana de C. feedei ndo aparentou ter uma relagdo direta com a taxa de crescimento sob
diferentes qualidades de irradiancias, portanto para fins economicos € possivel que a taxa
maxima de crescimento de C. teedei nao seja obrigatoriamente o melhor pardmetro para avaliar
a quantidade de carragenana presente na alga.

E importante salientar que o presente estudo realizou apenas uma quantificacdo da
carragenana observada. Um aprofundamento sob o efeito da radiacdo na qualidade dos
polissacarideos produzidos por C. feedei seria de extrema importancia para compreender
melhor o efeito da radiacdo na composi¢do destes compostos.

Apesar do estudo representar um ambiente que ndo pode ser encontrado no meio natural
de C. teedei, o experimento foi importante para tentar simular como cada qualidade do espectro

da PAR poderia estar impactando o desenvolvimento desta macroalga.
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