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RESUMO

Na busca de novas alternativas para produgdo de biocompostos de interesse
comercial como proteinas, carotenoides, carboidratos e pigmentos, principalmente,
este trabalho tem por objetivo avaliar a sintese desses compostos utilizando como
fator de estresse os diferentes espectros de radiacdo monocromatica emitida por
luzes do tipo LED RGB em cultivos de Tetradesmus wisconsinensis Smith. Foram
avaliados a produgao de proteinas, carotenoides totais, clorofila a e b, carboidratos,
carbono, nitrogénio e enxofre de cultivos de T. wisconsinensis que foram submetidas
a tratamentos de luzes LEDs RGB vermelho, amarelo, azul, verde e branco com
uma irradidncia efetiva de 12 pmol.fotons.m?.s' e comparadas em periodos de
tempo de 12 e 24 horas. Pelos resultados obtidos, os compostos de maior
importancia foram as proteinas que compde entre 43 e 45 % do peso seco da
biomassa obtida de T. wisconsinensis. Os efeitos dos tratamentos sobre as variaveis
nao foram significativos, considerando os tratamentos de luzes coloridas ou ao
tempo de tratamento. Porém, a alga se mostra promissora para produgédo de
proteina considerando condi¢cées de cultivo com luz azul LED com um tempo de

tratamento maior as 24 horas e com adigao de nitrogénio no meio de cultura.

Palavras-chave: Biocompostos. Tetradesmus wisconsinensis. Luz LED RGB.



ABSTRACT

In the search of new alternatives to produce biocompounds of commercial interest
such as proteins, carotenoids, carbohydrates and pigments, the aim of this work was
to evaluate the synthesis of these compounds using different monochromatic
radiations spectra emitted by LED light as stress factors in Tetradesmus
wisconsinensis Smith cultures. Proteins, total carotenoids, chlorophyll a and b,
carbohydrates, carbon, nitrogen and sulphur were evaluated in T. wisconsinensis
cultures submitted to red, yellow, blue, green and white LED light treatments with an
effective irradiance of 12 pmol.fétons.m2.s*' and compared for 12 and 24 hour
periods. The most relevant compound were the proteins totalling between of 43 and
45 % of dry weight of the biomass obtained. The data were not significant in relation
to the light colour, neither the time treatment. Hence, the alga was shown promised
for proteins production considering the blue LED light with a time of 24 hours and

with nitrogen addition in the medium culture.

Keywords: Biocompounds. Tetradesmus wisconsinensis. LED light RGB.
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1 INTRODUGAO

Cerca de 65 % da superficie terrestre esta coberta de agua, na qual se
encontram diversos organismos fotossintetizantes conhecidos como algas (HOEK;
MANN; JAHNS, 1995). Estima-se a existéncia de 5000 espécies de algas
plancténicas marinhas (EVANGELISTA et al., 2007) e, segundo uma base de dados
global, o registro de algas totaliza 159.658 espécies no momento, tanto de agua
doce como marinhas (GUIRY & GUIRY 2020). Estes organismos, como as plantas,
aproveitam a luz solar e produzem sua prépria energia para subsistir, por meio da
fotossintese.

Tal diversidade de algas chama a ateng¢do para sua potencial aplicagdo em
solugdes de problemas no nosso dia-a-dia. As microalgas tém sido o foco de
estudos para aproveitamento biotecnolégico e aplicagdes econdmicas como, por
exemplo, a obtengao de pigmentos (XIE et al., 2013; ABURAI; SUMIDA; ABE, 2015,
NASCIMENTO et al., 2016; SHAH et al., 2016; ABURAI et al., 2018; CORZO et al.,
2019), lipideos (CORZO et al., 2019), proteinas e outros compostos de importancia
no mercado mundial (ABOMOHRA; JIN; EL-SHEEKH, 2016, PATEL et al., 2016;
CASTILLO et al.,, 2017). Em comparacdo com as plantas, as algas tém uma
vantagem, ja que o seu cultivo tem maior rendimento em menor tempo. Além disso,
as algas demandam menos areas de cultivo do que as plantas (CHISTI, 2007).

As algas apresentam uma ampla variedade de substancias metabdlicas que
podem ser utilizadas com beneficios para a alimentacdo de animais e do ser
humano (NOVOVESKA et al., 2019). Entre os principais compostos de interesse
decorrentes das algas estdo as proteinas, lipidios, carboidratos, pigmentos,
antioxidantes e outros (GONZALEZ-BALDERAS; VELASQUEZ-ORTA; ORTA
LEDESMA 2020; NOVOVESKA et al., 2019). Todos esses compostos s&do de alto
valor industrial e comercial em nivel global (NOVOVESKA et al, 2019). Na
atualidade, a producdo de biomassa de algas busca potencializar a sintese desses
compostos. Existem varias estratégias que sao utilizadas para a regulagdo de
producao de biocompostos através da geragao de estresse na alga.

Muitas espécies de algas produzem altas quantidades de todos esses
compostos mencionados anteriormente. Algumas das espécies de algas que estédo

sendo majoritariamente estudadas para obtengcdo de biocompostos sdo: Anabaena
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variabilis Kiutzing ex Bornet & Flahault, Ankistrodesmus falcatus (Corda) Ralfs,
Chaetoceros muelleri Lemmerman, Chlamydomonas reinhardtii P. A. Dangeard,
Chlamydomonas sp. Ehrenberg, Chlorella sorokiniana Shihira et R. W. Krauss,
Chlorella sorokiniana Shihira et R. W. Krauss, Chlorella minutissima Fott et
Novakova (UTEX2341), Chlorella pyrenoidosa H. Chick, Auxenochlorella
protothecoides (Kruger) Kalina et Puncocharova (= Chlorella protothecoides Kruger),
Chlorella vulgaris Beyerinck [Beijerinck], Chromochloris zofingiensis (D6nz) Fucikova
et L. A. Lewis (= Chlorella zofingiensis Donz), Desmodesmus abundans (Kirchner) E.
Hegewald, Dunaliella tertiolecta Butcher (CASTILLO et al., 2017), Haematoccocus
pluvialis Flotow (SHAH et al., 2016), Nannochloropsis oculata (Droop) D. J. Hibberd,
Neochloris oleoabundans S. Chantanachat et Bold, e finalmente Tetradesmus
obliquus (Turpin) M. J. Wynne (=Scenedesmus obliquus (Turpin) Kuitzing) e
Tetraselmis sp. F. Stein (CASTILLO et. al., 2017).

Estresse é a alteragdo sobre um conjunto de fendmenos de autorregulagao
celular, promovidos por um ou mais fatores, € que gera uma resposta celular a esse
estresse. O estresse gera mudangas sobre o metabolismo celular, pois a célula
busca aclimatar-se e reestabelecer sua condicdo normal. No estresse celular se
reconhecem 4 etapas importantes: alerta, regulacdo, aclimatagcdo e adaptacao
(BOROWITZKA, 2018).

Para a finalidade de uma regulagéo positiva da produgéo de biocompostos, &
necessario desviar a homeostase das algas a fim de que o metabolismo possa ser
redirecionado. Nesse contexto, € importante considerar a definicdo do que se
considera estresse. O trabalho de Borowitzka (2018) sumariza essa questao,
atentando para o fato de que um estresse nao necessariamente traz um
componente negativo, e sim uma saida de um estado de equilibrio, para o qual pode
haver um processo de aclimatagéo, de regulagdo rapida ou lenta, ou até mesmo
uma adaptacéo (que envolve a ocorréncia de mutacdes genéticas) (BOROWITZKA,
2018). O processo de estresse num cultivo de algas microscépicas pode ser
resultado da alteragdo de uma ou mais condigcbes ambientais (BOROWITZKA,
2018). O estresse por alteracédo na entrada de CO:2 no sistema de cultivo, por
exemplo, beneficiou a produgdo de acidos graxos saturados nas espécies
Scenedesmus obliquus e Chlorella pyrenoidosa (TANG et al., 2011). A manipulagao
dessa variavel também pode ajudar a melhorar no processo de extragdo de

carotenoides e vitaminas, conforme verificado em Tetradesmus obliquus
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(Scenedesmus obliquus) (CHRONOPOULOU et al.,, 2019). A modificagdo de
nutrientes no meio de cultivo das algas € outra estratégia muito praticada pelos
pesquisadores que procuram melhorar o rendimento de produgcdo de compostos por
fracdo de cultivo. Num cultivo “outdoor” de Desmodesmus sp. (Chodat) S.S.An, T.
Friedl & E. Hegewald, (da familia Scenedesmaceae), a alteracdo dos niveis de
amonio e nitratos, combinada com um aumento de 20% de CO:2 resultou no
crescimento rapido da biomassa (HUANG et al., 2012). A alteracado dos niveis de
temperatura e salinidade afetam a composi¢cdo e acumulacdo de carotenoides em
cultivos de Scenedesmus sp. Meyen (ABURAI; SUMIDA; ABE, 2015). Outro exemplo
consiste na exposigdo de algas ao ultrassom, que incrementou a eficiéncia dos
cultivos de Anabaena variabilis Kitzing ex Bornet & Flahault, promovendo também a
acumulacgao de lipidios (HAN et al., 2016).

Uma alternativa interessante considerada como fator de estresse na melhora
da produgcdo de biomassa é a luz (XIE et al., 2013), ainda que os custos de
montagem de um projeto com luz artificial possam ser muito altos (TREDICI;
ZLTTELLI, 1998). A luz é a principal fonte de obtengcdo de energia das algas, e
considerando que elas ndo a utilizam em sua totalidade, torna-se relevante sua
manipulagédo a fim de otimizar seu aproveitamento para obtengcdo de biomassa de
algas de alto rendimento. Existem estudos que mostram que a variagdo no
fotoperiodo de luz (GEORGE et al., 2014) e a alteragéo da irradiancia de radiagéo
UV-A, UV-B, UV-C e cores diferentes do espectro visivel, trazem vantagem no
cultivo de plantas (URBAN et al., 2016).

As algas utilizam s6 uma fracdo muito pequena dos comprimentos de ondas
de luz do espectro de energia do sol. Um passo importante para melhorar a
eficiéncia da fotossintese, onde a producéo de biomassa pode ser maior e de melhor
qualidade, tudo mediante a manipulagao do espectro de luz que chega aos cultivos
de microalgas (RAMANNA et al., 2016). A manipulagcdo de radiagao incidente pode
ser viavel para aumentar o rendimento da coleta de algas. Um exemplo sobre o
efeito positivo do incremento da intensidade de luz (de 60 a 150 ymol.fétons.m=2.s™)
sobre o aumento de producdo de proteinas foi observado em cultivos de
Ankistrodesmus falcatus (GEORGE et al., 2014). Uma revisao feita por Gong; Bassi
(2016) ressalta que a mudancga nas intensidades de luz branca afeta a producao de
pigmentos carotenoides em Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis, Chlorella

vulgaris, Chlorella zofingiensis e Chlorella pyrenoidosa. A maior intensidade de luz
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favoreceu a produgao de carotenoides nestas algas. Os mesmos autores observara
uma maior tolerAncia a intensidade de luz de 1625 pmol.fétons.m2.s'em
Scenedesmus almeriensis, € uma maior producdo de luteina (GONG & BASSI,
2016).

Uma interessante maneira de combinar a quantidade de luz necessaria para
as microalgas e uma oportunidade de economizar energia € o uso de fontes de luz
do tipo LED para cultivos em grande escala (ONUMA; MATSUMOTO; ARIMURA,
2020). LED ou Light-Emitting Diodes s&o diodos emissores de luz que se
caracterizam por terem uma emissao de fétons ndo-térmicos de maior longevidade e
de um consumo elétrico muito mais baixo (SCHULZE et al., 2014). As LEDs
permitem uma iluminagdo mais adequada sem alterar a temperatura do meio de
experimento com o uso por longos periodos de tempo. Além disso, essas lampadas
tém sido usadas como ferramentas para a indugdo da produgdo de compostos
bioativos (HASAN et al., 2017).

O efeito de maior rendimento de producdo de biocompostos pode ser
melhorado com o uso de luzes LED monocromaticas. Assim, as cores vermelha,
verde e azul de LED induzem a resisténcia de plantas contra fungos por exemplo, o
que poderia ser uma caracteristica bem aproveitada para meios de cultivos de algas
(HASAN et al.,, 2017). Neste mesmo trabalho, foi referido principalmente os
beneficios do uso de luzes monocromaticas para diferentes aplicagdes, citando
alguns exemplos para a luz vermelha LED, como melhoramento na produgdo de
sacarose, antocianina, amido (todas com intensidade de 50 pmol.fétons.m2.s™),
lignina (500 pmol.fétons.m?2.s1), B-caroteno (128 pmol.fétons.m=2.s') e outros em
plantas de algodé&o, uva, oleiferas, macga, trigo, ervilha. A luz azul LED beneficia a
sintese de vitamina C em Brassica campestris com uma intensidade de 80
umol.fétons.m=2.s!, tocofenol e carotenoides em Lactuca sativa com uma
intensidade de 100 - 200 pmol.fétons.m?2.s™', e outros beneficios. A luz verde LED,
favorece a produgao de compostos fendlicos, a-tocoferol, antocianina e vitamina C
em alface, trigo e outras plantas de uso comercial com uma intensidade aproximada
de 200 pymol.fétons.m?2.s'. Ja a luz amarela LED ajuda a produgdo de a-tocoferol,
vitamina C, luteina em Raphanus sativus, Malus sp., Solanum. lycopersicum,
Capsicum annuum, com uma intensidade de 100 pmol.fétons.m=2.s™'.

No cenario das algas, o cultivo de Tetradesmus sp. mostrou que a

combinagdo entre a cor de luz azul e intensidade de 25 ymol.fétons.m?.s™" de luz
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branca, afeta de forma significativa a producdo de biomassa incrementando a
quantidade de carotenoides e clorofila a e b. No mesmo trabalho, é destacada a
acdo da luz verde com uma intensidade de 95 ymol.fétons.m?.s™" favorecendo uma
alta concentragdo da biomassa ao final do cultivo (GONCALVES et al., 2019).

A familia de algas Scenedesmaceae (Filo Chlorophyta, Reino Plantae) possui
varias espécies que estdo sendo avaliadas atualmente para a producdo de
biocombustiveis e suplementos alimenticios. Tetradesmus obliquus (Scenedesmus
obliquus) (Turpin) Kutzing € uma espécie com alto indice de crescimento, sendo uma
das mais conhecidas mundialmente na producdo de biodiesel, suplementos
farmacéuticos, suplementos nutricionais e outros compostos de interesse industrial
(MANDAL & MALLICK, 2009; NASCIMENTO, 2013; NASCIMENTO et. al., 2016;
TANG et al., 2011; FENG et al., 2014; HO et al., 2014; AMARO et al., 2017; MASSA
et al., 2017; DE FARIAS SILVA; SFORZA; BERTUCCO, 2018; LEON-SAIKI et al.,
2018). Uma espécie aparentada, Scenedesmus quadricauda Chodat, também tem
um antecedente muito atrativo na producao de lipidios. SONG E PEI (2018), por
exemplo, obtiveram uma acumulacgdo de lipidios a partir de cultivos mixotroficos —
heterotréficos desta espécie e REN et al. (2014) também conseguiram uma
acumulagao muito alta de lipidios em cultivos da mesma espécie, desta vez com
adicao de EDTA e ions metalicos como fator de estresse. Desmodesmus sp.
(Chodat) S. S. An, T. Friedl & E. Hegewald, outra espécie da mesma familia, € uma
alga termotolerante (35°C — 46°C) e resistente as altas intensidades de luz como
2600 pmol.fétons.m2.s' (HUANG, 2012). Essa espécie tem sido apontada como
viavel para a produgao de luteina (XIE et al., 2013). Scenedesmus bijuga Kutzing é
outro exemplo de microalga que ¢é utilizada para testes de produgao de biomassa em
alta densidade. Um experimento muito interessante demonstrou que a radiagao
monocromatica verde tipo LED €& muito melhor absorvida (enquanto que o
aproveitamento das cores azul e vermelho diminui) quando a densidade do cultivo &
alta, o que permite otimizar a producdo de alta densidade de biomassa em
fotobiorreatores (MATTOS et al., 2015).

Tetradesmus wisconsinensis Smith € uma espécie que pertence a familia
Scenedesmaceae, uma alga microscopica de ambientes de agua doce (mesotrofica
ou eutrofica). Essa espécie € muito caracteristica dos sistemas aquaticos Iénticos
mais do que em ambientes l6ticos. A espécie se caracteriza como um cendbio livre

de até 4 células, as vezes com 1 ou 2 células. Na analise desde um plano superior,
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se observam 4 células com um apéndice exterior em cada uma delas. Na vista
lateral, se observam 2 células ovoides unidas ao longo eixo interior com extremidade
pontiaguda. A clorofila esta presente num unico cloroplasto alongado com um
pirenoide central, que esta envolvido por uma regido hialina relacionada a produgao
de gréos de amido que ficam ao redor do pirenoide. O comprimento das células
oscila entre 12 — 145 ym e de largura entre 4 — 5,8 uym. A reprodugao por
autocoldnias acontece dentro da parede celular da célula velha e a liberagao delas
ocorre com a ruptura da parede celular dessa célula mae. As células ficam unidas
também mediante um composto gelatinoso. N&do tem um vacuolo central. A
reprodugao da célula ocorre em primeiro lugar, seguida pela divisdo do citoplasma
para depois dar passo a formagao da membrana celular e por ultimo a ruptura da
parede celular da célula mé&e. O ciclo de vida da T. wisconsinensis comega com a
formagdo de células ndo modveis, conhecidas como autésporos, que permitem a
reprodugao por divisdbes sucessivas nucleares, a este processo segue a maturagao
das novas células dentro da célula mae e uma vez acontecido isso esta nova
autocolénia é liberada por ruptura da membrana e parede celular da célula méae.
Este ciclo de reproducdo chega ao final quando estas autocolénias amadurecem e
comegcam a formar novamente os autdsporos que dardo origem a novas colbnias
(SMITH, 1913; KOMAREK; FOTT, 1983).

Uma vez que T. wisconsinensis apresenta caracteristicas morfologicas
semelhante as espécies anteriormente mencionadas, e conhecendo a composi¢cao
quimica muito atrativa para o seu aproveitamento biotecnolégico (carotenoides de
alto valor comercial principalmente e lipidios), esta espécie constitui uma nova opgéao
para avaliar a produgdo de compostos oleaginosos, proteicos, de carboidratos,
antioxidantes e vitaminas. Analises prévias do comportamento do cultivo de T.
wisconsinensis Smith mostraram que os individuos dessa espécie sao muito flexiveis
as mudangas de temperaturas bruscas, como foi observado também com
Desmodesmus sp. (Chodat) S. S. An, T. Friedl & E. Hegewald (XIE et al., 2013;
GIMENEZ, 2015; LOPEZ et al., 2016). Com base nestes aspectos, a analise de
respostas decorrentes de outras potenciais fontes de estresse nas algas torna-se
necessaria e pertinente.

Todos estes trabalhos tém demonstrado a importancia de continuar
pesquisando sobre producédo de biocompostos a partir de algas usando como fator

de estresse a luz LED. Porém, nem todos estes trabalhos tém considerado o teste
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de eficiéncia de producéo fotossintética das algas e o fator de corregao de eficiéncia
da fotossintese (HASAN et al., 2017; GIMENEZ, 2015; LOPEZ et al., 2016). A
producdo de biocompostos a partir de algas com estes métodos ainda precisa
muitos ajustes olhando dessa perspectiva. Outro aspecto a considerar é que, uma
vez que as microalgas estdo adaptadas a ambientes onde elas ocorrem, precisam
ser aclimatadas a condigdes 6timas de cultivo, direcionadas para a finalidade de
interesse (GEORGE et al., 2014). Assim, cepas de espécies que sao isoladas e
utilizadas em outros continentes ou lugares de caracteristicas ambientais diferentes
aos endémicos (e mais ainda para cultivos a grande escala) sdo pouco estaveis.
Isso faz que a procura por cepas de microalgas para produc¢do industrial de
biocompostos continue. Além disso, as cepas mais apropriadas acabam sendo
especificas para cada regido. Neste cenario, T. wisconsinensis se mostra como um
importante candidata para produgdo de biomassa, ja que esta espécie sendo
cosmopolita, se mostra muito flexivel a temperatura o que favoreceria a produgao de
biomassa a grandes escalas em ambientes abertos.

Tudo isso nos permite destacar o potencial da T. wisconsinensis para o
estudo da producdo de biocompostos de interesse comercial, utilizando como fator

de manipulagao as luzes monocromaticas tipo LED RGB.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Neste trabalho o objetivo consistiu em avaliar os efeitos de diferentes
espectros de radiagdo monocromatica provida por LED RGB (vermelho, azul,
amarelo, verde e branco) na fisiologia e na producdo de metabdlitos em cultivos de

Tetradesmus wisconsinensis Smith em laboratoério.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Cultivar T. wisconsinensis em escala de laboratério.

2.2.2 Avaliar a fotossintese de T. wisconsinensis por meio da producdo bruta
de oxigénio sob diferentes intensidades de luz.

2.2.3 Avaliar o conteudo pigmentar, o teor de proteinas totais e dos
carboidratos de T. wisconsinensis cultivado com tratamento de luzes
coloridas a partir de LEDs RGB.
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3 MATERIAIS & METODOS

3.1 Obtencao da cepa de Tetradesmus wisconsinensis Smith

A cepa pura de T. wisconsinensis foi isolada de uma amostra de agua da
Lagoa de Ypacarai — Paraguai, de coordenadas 25°18'38.89"S; 57°18'10.33"O
(LOPEZ et al., 2016), utilizando a metodologia de cultivo sélido com a técnica de
semeadura por estrias em placa com agar-agar e meio de cultivo Bristol também
conhecido como BBM (STARR; ZEIKUS, 1993). Uma vez isolada, a cepa foi levada
a cultivo na fase liquida com o mesmo meio de cultura. A cepa foi mantida em
frascos tampados tipo erlenmeyer de 125 mL e repicada cada 15 — 20 dias. As
condigdes de manutencao foram temperatura entre 18°C e 20°C, irradiancia de 80 -
100 pmol.fétons.m?.s™" (luz branca fluorescente) e fotoperiodo de 12h:12h (claro -

escuro).

3.2 Analise da morfologia de Tetradesmus wisconsinensis Smith

Para a caracterizacdo da espécie, utilizou-se o cultivo da espécie, em duas
situagdes: aclimatada ao repique periddico (1% da amostra é re-diluida em meio de
cultura) e outra na falta de repique (depois de 38 dias do ultimo repique habitual).
Estas observagdes se realizaram durante todas as fases com ajuda do microscopio
Karl Zeiss BK, com laminas de microscopio montadas utilizando-se de uma gota do
cultivo de T. wisconsinensis. Registraram-se fotomicrografias com ajuda de uma
camera digital ANSCOPE 5.0, acoplada ao microscépio em aumentos totais de 400X
e 1000X e se descreveram as caracteristicas morfolégicas da espécie. A espécie foi
identificada e caracterizada com a chave de identificagdo de Scenedesmaceae dos
autores Komarek; Fott (1983).

3.3 Teste de quantidade de luz apropriada para a aclimatagao
Um dos desafios para trabalhar com cultivo de microalga é conhecer a
quantidade de luz apropriada para o crescimento celular e obtencdo de biomassa
em quantidade adequada para posteriormente realizar os experimentos. A
metodologia efetiva para avaliar a quantidade de luz é o teste com a curva Pxl (ou
“Photosynthesis vs. Irradiance, i.e., fotossintese vs. irradiancia). Para a obtenc&o da
curva Pxl de T. wisconsinensis a cultura foi submetida a diferentes intensidades de

luz arbitrariamente pré-escolhidas: 0 umol.fétons.m2.s' (para medida da
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respiragao); 14,164; 24,918; 39,266; 64,408; 88,01; 131,4; 215,62; 295,76; 382,76;
662 umol.fotons.m=2.s"! (Figura 1). As intensidades luminosas foram provenientes de
lampadas tipo LED brancas. Assim, as amostras de cultivo, com uma concentragao
aproximada de 2.500.000 cél. mL-" (em fase se crescimento log - exponencial), foram
inseridas em um recipiente transparente de metacrilato contendo 173 mL. Durante o
periodo de exposi¢cdo em cada irradiancia, foi feita a avaliagdo da producao de
oxigénio. Os dados foram obtidos a partir de 5 réplicas de cultivos de T.
wisconsinensis.

A quantidade de oxigénio produzido pela alga foi medida com um oximetro
com sensor 6tico PyroScience de software Profix. O oximetro permite a medigdo da
quantidade de oxigénio na amostra a cada 10 s. A partir do momento no qual havia a
formacdo de uma produgcdo constante, considerou-se que as amostras estavam
aclimatadas e estabeleceu-se o tempo de 15 minutos para a incubagcdo em cada
uma das intensidades. Para cada incubacdo em cada uma das intensidades, o
cultivo de algas foi renovado.

ApOs a obtengdo dos valores de produgéo primaria liquida de oxigénio (1),
taxa de respiracdo (2), produgdo primaria bruta de oxigénio (3) e a curva PI

(Fotossintese - Irradiancia) foi elaborada de acordo com a equacgao (4):

OpL= Os- O (1)

R=0i-0r (2)

Pe=0j=0pr. + R (3)

Pl = Pmax. | / L ¢ 4)
Onde:

OrL: Producéo primaria liquida de oxigénio

Or Concentracéo de oxigénio final

Oi: Concentracao de oxigénio inicial

R: Taxa de respiragao

I: Irradiancia

L: Producéo liquida de Oxigénio nessa irradiancia

Ps: Producéo primaria bruta de oxigénio

PI: Photosynthesis- Irradiance (Fotossintese - Irradiancia)

Os dados da curva Pl foram submetidos ao ajuste a partir da formula de
WEBB et al., (1974):
P = Pmax.[1 — e 1/Pmax)] (5)
Onde:



24

P: Fotossintese

Pmax: Taxa de fotossintese maxima

a: estimacao de eficiéncia fotossintética

Com o ajuste das curvas utilizando o software Kaleida Graphs, foi possivel
calcular os valores de Pmax (Fotossintese maxima), a (eficiéncia da fotossintese) e
Ek (irradiancia de saturagao, sendo Ek=Pmax/a). A irradiancia 6tima de saturagao foi

o menor valor de irradiancia na qual o cultivo atingiu o valor de Pmax.

Figura 1: Montagem de instalagdo para a analise para curva PI, utilizando |&mpadas tipo LED
brancas, camaras de incubacdo de metacrilato, agitadores magnéticos e diferentes formas de
bloguear a quantidade de luz, a fim de obter diferentes quantidades de luz em diferentes incubacdes.
A) recipientes de incubacgdo do cultivo de T. wisconsinensis colocados sobre agitadores e cada um
com uma lampada independente. B) Uso de malha de sombrites para gerar a graduagdo das
diferentes intensidades de luz e C) Processo de incubagdo em funcionamento com as lampadas
acesas. As seguintes intensidades de luz foram utilizadas: 0 ymol.fotons.m2.s! (escuro, para obter a
taxa de respiragdo); 14,164; 24,918; 39,266; 64,408; 88,01; 131,4; 215,62; 295,76; 382,76 € 662

umol.fétons.m2.s™
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3.4 Crescimento e obtengdo de biomassa de Tetradesmus wisconsinensis
Smith
Nesta etapa, os cultivos foram repicados e escalonados para frascos
erlenmeyer de 500 mL. Para este procedimento se coletaram 5 mL da cepa mae
(aquela cultura mantida no cepario) e se colocou no erlenmeyer contendo 0 mesmo
meio de cultura, BBM. Com esta diluicido se obteve uma concentracido final de
10.000 — 20.000 cel/mL'. Foram preparadas 3 réplicas nas mesmas condigdes.
Todas elas se mantiveram durante todo o processo de avaliacdo de curva de
crescimento no cepario LAFIC (Laboratério de Ficologia) da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). A temperatura ambiental do cepario se manteve em 20°C +
2, os cultivos receberam areagao constante e uma intensidade de luz igual a 70 £ 5
umol.fotons.m?.s'. O tipo de luz utilizada foi luz fluorescente. A curva de
crescimento se avaliou durante 38 dias e foram identificaram as diferentes fases de
crescimento, sem renovagao do meio de cultura ao longo desse periodo. Foram
realizadas contagens diarias de células com uso de cédmara de Neubauer. A
fluorescéncia de clorofila-a in vivo e a turbidez foram medidos com ajuda do
fluorémetro TRILOGY (Turner Designs) e a condutividade com o condutivimetro ATC
HI 9835.
Para a caraterizagao da biomassa, foi calculada a taxa de crescimento (6) da

alga e tempo de duplicagdo (7). Para esses calculos se empregaram as seguintes

equacdes:
M=(InXe /I Xi) ! (t-ti) (6)
Td=1In2/p (7)

Onde:

J: Taxa de crescimento

Xs: Numero de células final apés o tempo fr

Xi: Numero de células inicial no instante do tempo t.
Td: Tempo de duplicagéo

tr: Tempo final

ti: Tempo final

Uma vez caracterizados os cultivos de T. wisconsinensis, foi realizado um
escalonamento do cultivo para o volume de 5 L, utilizando as 3 réplicas anteriores e

completando com o meio de cultura BBM até 5 L. Nestes recipientes, as algas foram
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cultivadas por mais 8 dias, seguindo as mesmas condigdes de cultivo anteriormente
descritas.

Para o experimento, os volumes dos cultivos de 5 L apds 8 dias foram
diluidos com 12,5 L de meio de cultura e redistribuidos em frascos de erlenmeyer de

500 mL previamente autoclavados.

3.5 Exposicao a luzes de diferentes cores

O experimento foi composto por duas etapas principais: a de aclimatacéo e o
tratamento com luzes coloridas a partir de LEDs RGB. As amostras de algas foram
misturadas e homogeneizadas ao final da aclimatacgao justo antes de sua exposigao
aos tratamentos com radiagao colorida (Figura 2).

A aclimatacédo foi de 8 dias em luz branca tipo LED com cultivos de T.
wisconsinensis em meio de cultura BBM e com um fotoperiodo de 12 horas. As
amostras foram distribuidas em quantidades iguais de 500 mL em 35 erlenmeyer
estritamente autoclavados, com tampas de plastico transparente. Uma vez medida a
quantidade de luz branca de 80 — 100 umol.fotons.m?.s', as amostras foram
colocadas de forma que nao houvesse autossombreamento. O ambiente do
experimento foi mantido na temperatura constante de 22 °C. Todos os cultivos
receberam aeragdo constante. Antes da segunda etapa, realizou-se uma
homogeneizagdo das amostras e reposicdo de meio de cultura (6%) no final da
etapa de aclimatagdo, obtendo-se uma densidade celular de 5,06 x 108 cél. mL" e
densidade o6ptica de 0,241. Os cultivos encontraram-se na fase exponencial de
crescimento.

Antes do tratamento de luzes, realizou-se também a caracterizacdo das
mesmas com o uso do espectrorradibmetro “Ocean Optics SpectraSuite” (Apéndice
A).

Para a exposicdo as luzes coloridas tipo LED, as 35 amostras foram
avaliadas no tempo zero (imediatamente antes da exposi¢cédo), apdés 12 horas de
experimento e finalmente apds 24 horas. Nesses periodos, foram monitorados o pH
(pHmetro de bancada ORION STAR A211), fluorescéncia de clorofila-a in vivo e
turbidez (fluorbmetro Turner Trilogy), temperatura e condutividade (condutivimetro
ATC HI 9835) e densidade Optica (espectrofotdbmetro BIOSPECTRO). Amostras

foram coletadas para posterior contagem celular, determinagdo da massa seca, e
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analise de parametros bioquimicos como o teor de clorofilas e carotendides
extraidos, carboidratos, proteinas totais e CHNS.

Foram necessarias 5 prateleiras para distribuir 7 réplicas para cada
tratamento de luz (branca LED, vermelha LED, amarela LED, azul LED e verde
LED), conforme ilustrado na figura 2. Foram usadas 3 pseudo-réplicas (de uma
amostra) de cada tratamento para a analise no tempo inicial (to), ou seja, no comego
do experimento. Depois de 12 horas de tratamento com as luzes coloridas se
obtiveram 3 réplicas de cada tratamento e finalmente depois de 24 horas de
tratamento obtiveram também outras 3 réplicas de cada tratamento.

As quantidades (medidas em pmol.fotons.m?.s') de cada uma das luzes
coloridas foram ajustadas proporcionalmente para atender ao espectro de acéo da
fotossintese de uma alga verde (no caso, Ulva taeniata, Anexo B, HAXO; BLINKS
(1950). Assim, foram obtidos fatores de correcdo as intensidades luminosas em cada
cor a partir do espectro de acdo da fotossintese, de modo a se calcular
proporcionalmente a porcao de irradiancia efetiva para a fotossintese em cada uma
das cores, conforme a Tabela 1. Assim, o total de luz branca LED se manteve em 62
umol.fotons.m?.s', a vermelha LED foi ajustada para a intensidade de 21
umol.fétons.m=2.s', a luz amarela LED foi regulada para 40 umol.fétons.m?2.s", a
azul LED para 18 ymol.fétons.m=.s' e a luz verde LED em 60 pymol.fétons.m2.s"'. Ao
se aplicar os fatores de correcao oriundos do espectro de acéao, foi obtido o mesmo
valor de irradiancia efetiva para fazer fotossintese de 12 ymol.fétons.m2.s' em cada
uma das quatro cores (azul, amarelo, verde e vermelho). As medi¢des realizaram-se
com um irradiémetro LI-COR LI11400.

Tabela 1: Quantidade de luz utilizada em cada um dos tratamentos de luzes coloridas aplicadas em
T. wisconsinensis por 12 e 24 h. Apresenta-se o fator de corregao da irradiancia calculado a partir do
espectro de agado de Haxo; Blinks (1950), permitindo a estimativa do total de irradidncia efetiva para a

fotossintese das algas decorrente dos tratamentos com luzes LED amarela, vermelha, verde e azul.

Valor no Irradiancia efetiva
Tratamento Fator de Correcdo Quantémetro para fotossintese
umol.fotons.m?2.s™ umol.fétons.m2.s™
Branco LED sem f. c. 60 60
Amarelo LED 0,3 40 12
Vermelho LED 0,6 21 12,6
Verde LED 0,2 60 12

Azul LED 0,7 18 12,6
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Fase do Experimento

Homogeneizagao |

Fase de Aclimatac¢ao

Distribuicdo

Figura 2: Montagem do experimento de exposi¢do de T. wisconsinensis as luzes coloridas. A-C) Frascos erlenmeyers contendo cultivo de T. wisconsinensis,
posicionados na fase de aclimatagdo das algas ao ambiente de experimentagdo, D) fase de homogeneizagédo dos cultivos (prévia ao experimento). E)

Experimento com exposi¢do das algas as luzes coloridas por 12 e 24 h.
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3.6 Analise da biomassa

As biomassas obtidas nos tratamentos de luzes coloridas LED (inicial, antes
da exposicao, apos 12 horas e apos 24 horas) foram imediatamente coletadas em
ambiente escuro, em tubos Falcon de 50 mL, concentradas por centrifugagao, e
congeladas a -80°C para evitar a alteragdo dos compostos produzidos durante o
tratamento. No caso da andlise da massa seca e da clorofila-a extraida, os
procedimentos abaixo detalhados foram realizados imediatamente apds a coleta.
Antes das demais analises propostas para screening da cepa de T. wisconsinensis,
as amostram foram liofilizadas e conservadas em - 80°C.

Os seguintes parametros foram analisados nas amostras: pigmentos
(Clorofila “a” e “b”, carotendides totais), contagem celular, densidade 6ptica, turbidez,

massa seca, CHNS, proteinas totais e carboidratos.

3.6.1 Clorofilas e carotenoides
Para a analise dos pigmentos, as amostras liofilizadas foram extraidas em
dimetilformamida (DMF) durante 24h a 4 °C. Apés, os extratos foram centrifugados a
10.000 rpm (centrifuga SIGMA E-15) a 4°C por 10 min. O sobrenadante foi
recuperado e lido no espectrofotdbmetro SHIMADZU UV-2550 UV-visivel, com
cubetas de quartzo com varredura entre 280 a 750 nm e registros a cada 1nm. Os
teores de clorofilas a e b e de carotenoides totais foram obtidos a partir das

equagdes de Welburn (1994).

3.6.2 Densidade de células, fluorescéncia de clorofila-a in vivo, e
densidade éptica.

As contagens celulares foram feitas usando a cdmara de Neubauer.

A fluorescéncia de clorofila-a in vivo foi lida no fluorbmetro AQUAFLUOR
usando cubetas de quartzo. As amostras foram previamente homogeneizadas
usando vortex BIOMIXER.

Para os parametros condutividade e temperatura, as leituras foram das feitas
com o condutivimetro ATC HI 9835, colocando os sensores de condutividade e

temperatura diretamente nas amostras.
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A densidade Optica foi registrada a 685 nm no espectrofotdbmetro
BIOSPECTRO, utilizando cubetas de quartzo para as amostras analisadas. Pela
condicao de concentracdo das amostras, elas foram diluidas em fracdo 0,5/ 2,5 mL
(amostra / meio de cultura). Todos os dados foram registrados e convertidos ao valor
final.
O pH, condutividade e temperatura foram medidas como variaveis para
controle de condicdes fisico-quimicas. Utilizou-se pHmetro THERMOSCIENTIFIC,

colocando-se os sensores diretamente nas amostras.

3.6.3 Massa seca (MS)

Para o calculo da massa seca foram utilizados 50 mL de amostra de cada
frasco de cultivo em cada um dos tempos e tratamentos considerados. A amostra foi
filtrada com ajuda de um kit de filtragcdo com filtro de fibra de vidro de porosidade 0,7
Mm, previamente pesados. Uma vez filtradas, as amostras foram secadas na estufa
numa temperatura de 75°C por 24 horas. Uma vez secos, os filtros contendo a
amostra foram pesados em balanga analitica. Desta forma se obtiveram os valores
de massa seca mediante a diferenca entre a massa do papel filtro com a amostra

seca e o filtro seco sem amostra.

3.6.4 CHNS (Carbono - Hidrogénio — Nitrogénio - Enxofre)

Para a avaliagdo deste parametro foi usado o analisador elementar LECO,
dos Servicios Centrales de Apoyo a la Investigacion (SCAI) da Universidade de
Malaga. Quantidades de biomassa de cerca de 2 mg de amostra liofilizados foram
enviados para a analise. A amostra passa por um processo de combustao interna no
equipamento, e por processo de comparagao com padrées de cada um dos tipos de

elementos, é possivel quantificar a presenga de cada um deles na amostra.

3.6.5 Proteinas Totais e Carboidratos
O calculo de proteinas totais foi feito utilizando o teor de nitrogénio total de
cada uma das amostras, multiplicado pelo fator de conversao de 5,02, calculado
para Scenedesmus sp., segundo Templeton; Laurens, (2015).
Para a quantificagcdo de carboidratos totais, foi usado o extrato liofilizado,

obtido por filtragdo de 50 mL de amostra experimental, conforme o método de
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Dubois et al. (1956). Foram necessarios 5 mg de amostra (biomassa da cultura), a
qual foi agregado 1 mL de H2SOs4 1M. A amostra foi homogeneizada mediante
agitador eletrénico. Uma vez homogeneizada, foram adicionados 4 mL de H2SO4 1
M nas amostras, que foram inseridas em banho-maria a 100°C durante 1 hora.
Posteriormente, foram retirados os tubos do banho-maria e deixou-se esfriar a
temperatura ambiente. Em seguida, os tubos com as amostras foram centrifugados a
4000 rpm durante 10 minutos a 15°C. No passo posterior, foi separado o
sobrenadante com ajuda de uma pipeta Pasteur de vidro, cuidando de nao agitar o
pellet. Do sobrenadante, foi colhido 1 mL e passou-se a outro tubo onde foi
agregado 1 mL de Fenol ao 5% e deixou-se em repouso por 40 minutos. Passado
esse tempo, agregou-se lentamente o total de 5 mL de H2SO4 concentrado e deixou-
se em repouso a temperatura ambiente. Finalmente, foi medida a absorbancia a 485
nm. O espectrofotdmetro BIOSPECTRO foi calibrado com um branco que foi
preparado da mesma maneira que as amostras, mas ao invés de amostra foi
colocado 1 mL de H2SO4 1M. Para a reta padrdo preparou-se glicose a diferentes
concentragdes partindo de uma solugéo estoque de 10 mg de glicose em 100 mL de
H20 ultrapura. E as concentragdes das solu¢des de glucose formam de: 0 pg/L, 5
Ma/L, 10 ug/L, 20 ug/L, 40 pg/L, 60 pg/L, 80 ug/L e 100 ug/L.

3.6.6 Analises estatisticas

Para a analise estatistica, os dados inicialmente foram avaliados quanto aos
pressupostos das analises de variancia, considerando a independéncia das réplicas,
a normalidade dos dados e a homogeneidade de variancias. Neste ultimo caso, o
teste aplicado foi o de Cochran. Em seguida, os dados foram submetidos a uma
analise de variancia bifatorial, com os fatores tempo (2 niveis: 12 e 24h) e
tratamentos de radiagcao (5 niveis: branco, azul, amarelo, verde e vermelho). Foi
selecionado o grau de significancia de a<0,05. Apds, quando foram encontrados
efeitos significativos dos fatores de analise, os dados foram comparados com o teste
a posteriori de Student-Newman Keuls, sendo que as amostras foram consideradas
diferentes sempre que o p<0,05. Além disso, foram feitas analises de correlacédo de
Pearson entre as diferentes variaveis avaliadas no experimento com T.
wisconsinensis. As analises estatisticas foram executadas com o software Statistica
7.0 (Statsoft Inc.).
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4 RESULTADOS

4.1 Anadlises morfolégicas de Tetradesmus wisconsinensis Smith

As caracteristicas morfolégicas da cepa de T. wisconsinensis estudada
foram compativeis com a descricdo da espécie. O comportamento em cultivo
mostrou a coexisténcia de diferentes tipos morfolégicos simultaneamente: cendbios
com 2 ou 4 células em formato de lua, autésporos ovoides de diversos tamanhos,
livres ou agrupados em material mucilaginoso e provaveis formas encistadas (Figura
3). Os cendbios com 4 células com frequéncia se mostraram unidos entre si pela
parte convexa de cada célula, onde numa vista superior do cendbio percebeu-se
uma aparéncia de cruz. O tamanho das células variou de 4 a 5,2 um de largura por
12 a 14,5 ym de comprimento. A formagédo de autdésporos com 8 a 12 células foi
intensa em algumas ocasides, indicando caréncia de nutrientes, inadequagéo do
meio de cultura, alteracdo prolongada na temperatura e possivel efeito aleopatico
pela presenga de espécies contaminantes. Na etapa de crescimento inicial (durante
0 inicio do cultivo) ndo foram encontrados morfotipos autosporados que foram mais
frequentes e abundantes na etapa de final de aclimatagdo e também durante o

experimento com o tratamento de diferentes luzes.
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Figura 3: Estrutura morfolégica de Tetradesmus wisconsinensis Smith. A) Autésposros de T. wisconsinensis, B)
Autosporos de maior tamanho e cendbio eliptico com apices atenuados. C) Cendbio de T. wisconsinensis, vista
lateral das 4 células associadas do cendbio, cada uma com apariéncia de lua e uma vista superior inclinada que
evidencia a conformagéo das células do cendbio, D) Vista superior de T. wisconsinensis e E) Uma comparagao
do cendbio com um cisto de T. wisconsinensis. Se nota claramente o aspecto granuloso de um cisto pequeno

(mesmo tamanho do cendbio).

A condicdo mais comum de T. wisconsinensis nos cultivos consiste no
cenobio tetracelular ou colbnias livres como visto na Figura 3-C. Como as 4 células
frequentemente se conectam pela parte convexa, na vista lateral, aparentam ser
compostas por apenas duas células. Porém, a espécie pode se apresentar
configurada por uma ou duas células apenas, embora isto ndo seja muito comum. As
associagdes de células arredondadas observada na Figura 3-D se referem a
cendbios maduros em vista superior, que se encontram num estagio avangado do
desenvolvimento. Quando o cendbio é ainda jovem, as partes externas das células
(por onde as células nao estdo aderidas ou parte onde as células tém contato com o
ambiente) tornam-se mais pontiagudas (Figura 3-C, imagem central.
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Autocolbnia é o termo que se utiliza para denominar o tipo de reproducgao de
T. wisconsinensis (é que é comum na familia Scenedesmaceae), no qual as céluas
mais velhas, mencionadas anteriormente, que apresentam um maior volume, geram
duas novas células. Isso acontece numa primeira fase. Assim que as essas duas
células se acondicionam, elas dao origem as outras duas células do cendbio jovem,
qgue se liberam ao ambiente externo por ruptura da parede celular da célula méae.

Na Figura 3 (A, B e E), podem ser observadas outras caracteristicas
morfolégicas que apareceram durante o desenvolvimento do trabalho. Em situagoes
nas quais o cultivo esteve denso (acima de uma densidade 6ptica 0,2406s0nm ), foram
detectados cistos de diversos tamanhos celulares, principalmente no formato
eliptico. Estas formas celulares podem aparecer como elipses homogéneo e alguns
como elipses com conteudo interno granuloso, possivelmente associados com a
formagado de novos cendbios (Figura 3E). Os tamanhos destes cistos podem variar
entre 10 um até 24 pm. E possivel que seja necessario um tamanho concreto para a
liberacdo de novos cenobios, embora isso nao tenha sido determinado neste

trabalho.

4.2 Teste de quantidade de luz apropriada para o cultivo de Tetradesmus
wisconsinensis Smith (curva Pxl)

Foram testados diversos aspectos durante a execugdo das curvas Pxl,
incluindo os tempos de incubacgéo, a densidade dos cultivos, o volume de cultivo,
bem como a necessidade de trocar ou ndo os cultivos a cada intensidade de luz a
ser medida. A figura 4 mostra os resultados de produgdo de oxigénio segundo a
quantidade de luz recebida. A producdo o6tima de oxigénio ocorreu com uma
Irradiancia de 70 e 130 umol.fétons.m?2.s"1. A produgéo de oxigénio no ponto maximo
de irradiancia ou Pmax encontrado para T. wisconsinensis foi de 0,34615 + 0,0422 mg
O2 L. A eficiéncia da fotossintese da espécie foi de a=0,677 e a irradiancia de

saturagdo medida foi em torno de Ek= 30 ymol.fétons.m2.s™.
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Figura 4: Curva Pl (Photosynthesis vs. Irradiance ou Fotossintese vs. Irradidncia) medidas em
cultivos de T. wisconsinensis. A area hachurada indica o intervalo 6timo de produgao de oxigénio

entre 70 e 130 umol.fétons.m2.s™".

4.3 Crescimento e aclimatagao de Tetradesmus wisconsinensis Smith
A curva de crescimento de T. wisconsinensis se apresenta na Figura 5,
sendo analisada sob duas estratégias: por contagem celular (Figura 5A) e por

turbidez (Figura 5B). Considerando as analises de contagem, a taxa de crescimento
da alga em cultivo foi de y = 0,665 d'eo tempo de duplicacao foi de Td = 1,04 d’.

A curva de contagem de células (Figura 5A) mostra uma fase lag (ou fase de
indugao ao crescimento das algas) entre o dia 1 e o dia 10 com um crescimento que
vai de 241.250 cél./mL a 1.189.166,67 cél. mL-'. Em seguida, se detecta a fase log
(ou fase de crescimento exponencial), entre os dias 11 e 25, com um crescimento
muito alto, de 1.733.333,33 cél. mL' a 4.830.000 cél. mL-'. A fase posterior a fase
log, de diminui¢do do crescimento, foi aquela na qual os valores de conteudo celular

de T. wisconsinensis vao de 5.000.000 cél. mL" até os 2.744.166,67 cél. mL™'. Na
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fase estacionaria, o cultivo se comportou positivamente, mostrando um crescimento

desde 3.476.666 cél. mL' a uns 3.963.333 cél. mL"'. Destaca-se que a fase de
diminuicdo de crescimento da alga foi observada apenas entre os dias 36 e 37
dando um valor de contagem de 3.690.000 cél. mL-". Nao foi possivel detectar a fase
de morte das algas do cultivo neste trabalho. O crescimento da alga foi conduzido
até atingir um total de 4.400.000 cél. mL™', aproximadamente, segundo se mostra na
figura 5A.

Quanto a turbidez, foi possivel observar que na fase lag (do dia 1 a 10) os
valores medidos em vao desde 601,3 UNT até 2.145 UNT. Na fase log, os dados
medidos estiveram entre 3.358 e 5.129 UNT, entre os dias 12 e 15. Para a fase
posterior, a de diminuigdo do crescimento o valor foi 4.522 UNT, na fase estacionaria
(dias 18 - 19) os valores foram de 5.749 a 5.461 UNT. Com a medicdo deste
parametro € possivel notar que nao teve uma diminuicdo do crescimento, que era o

esperado depois da fase estacionaria e que leva a morte do cultivo.
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Figura 5: Anadlise do crescimento de T. wisconsinensis antes do experimento com exposi¢cdo a
diferentes cores de luz provenientes de LEDs coloridas. A) Contagem de numero de células por mL
durante 38 dias. B) Turbidez medida durante 38 dias.

O pH medido ao longo da curva de crescimento partiu de 7,1 (ao inicio de
avaliagao da curva) até 8,23 ao final do crescimento, com uma média de 7,56 € um
desvio padrdao de 0,43. A condutividade foi acompanhada, e os valores se
mantiveram em 659,7 — 671 yS cm™' durante os primeiros cinco dias. Para o periodo
entre os dias 6 e 38, os valores minimos e maximos de condutividade foram de:
791,37 — 900,13 uS cm™.
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4.4 Exposigao a diferentes cores de luzes LED coloridas.
As analises de variancia dos parametros associados ao crescimento da

biomassa estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2 Resultados das analises de variancia (ANOVAs) para os parémetros de crescimento e
monitoramento do cultivo de T. wisconsinensis durante exposi¢ao a diferentes cores de luz (branco,
amarelo, verde, vermelho e azul) por 12 e 24h. Em negrito, os dados que apresentam efeito

significativo para causar variagdes nas respostas das algas.

Variavel Fatores de variagao df SS MS F p
cor 4 4,585 1,146 2,267 0,098
Masa Seca  t€mPO 1 10,325 10,325 20,419 0,000
cor*tempo 4 1,151 0,288 0,569 0,688
Residuos 20 10,113 0,506
cor 4 1,24722E+12  3,11805E+11 0,353 0,839
Total de tempo 1 1,88972E+13  1,88972E+13 21,385 0,000
Células  orrtempo 4  83898E+11  2,09745E+11 0237 0,914
Residuos 20 1,76729E+13  8,83647E+11
Condutividade cor 4 3524883153  88122,07883 1,444 0,256
tempo 1 233783,0963  233783,0963 3,831 0,064
cor*tempo 4 149993682 37498,4205 0,614 0,657
Residuos 20  1220518,64 61025,932
cor 4 321040492,4  80260123,09 9,697 0,000
Fluorescéncia tempo 1 1175745765 1175745765 142,049 0,000
da Clorofilaa 5r+tempo 4  43501300,93 1087532523 1,314 0,299
Residuos 20  165540602,6  8277030,132
cor 4 0,010 0,002 7,452 0,001
DOssonm tempo 1 0,024 0,024 72,314 0,000
cor*tempo 4 0,002 0,000 1,443 0,257
Residuos 20 0,007 0,000

Na tabela 2 de Resultados das analises de variancia (ANOVAs), mostram-se

os resultados das analises estatisticas dos dados entre as varidveis de massa seca
(MS), contagem de células (total de células), condutividade, fluorescéncia in vivo de
clorofila a (Cla in vivo) e densidade ética (DO), comparadas com as variaveis: cor de
luz, tempo de tratamento e tempo — tratamento.

Os valores que sao representativos de acordo com esta tabela sao o de

massa seca (MS) com o tempo, os valores de contagem celular em relagdo ao
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tempo, o conteudo de clorofila in vivo (Cla a) e sua variagdo em relacéo ao tempo e
da cor de luz LED utilizada e finalmente os valores de densidade 6ptica em relagao
ao tempo e cor de luz LED.

Na figura 6, se observam os resultados de pH (A) e condutividade (B). No
inicio do periodo de exposi¢ao as luzes coloridas, o pH teve um valor médio de
6,962+0,05, considerando o inicial de todas as amostras de todos os tratamentos.
Apos 12 horas de exposicao, obteve-se os valores de 7,76+0,18 para o controle em
branco, 7,6x0,23 para o tratamento com LEDs amarelos; 7,42+0,05 para as
amostras em vermelho, 7,4+0,2 para as que receberam luz verde LED e 7,71£0,22
nas algas que receberam luz azul. Entre as amostras, independente do tratamento o
pH médio nas 12 horas foi de 7,57+0,22. Apds 24 horas de exposicao, nas amostras
do controle foi observada uma medida acima de 8, enquanto as demais se
mantiveram entre 7 e 8.: 8,2310,23 para o branco, 7,50+0,11 para o amarelo,
7,12+0,11 para vermelho, 7,28+0,05 nas amostras que receberam o verde e

7,71£0,37 para as amostras sob luz azul (Figura 6A)..
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Figura 6: Dados de pH (A) e condutividade (B) obtidos no tratamento de T. wisconsinensis com luzes

LED coloridas em 12 e 24 horas.
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A condutividade do meio de cultivo das algas nao teve variagao significativa
causada nem pelos tratamentos de diferentes cores de luz, tampouco pelo tempo ou
pela interagao entre esses fatores (Tabela 2). No inicio do periodo de exposigao, a
condutividade registrada foi de 608,54 uS/cm + 12,48. Apdés 12h, observou-se um
incremento desse parametro em tratamentos com luz branca (927,53 uS/cm %
398,81), 813,47 uS/cm = 210,05 em algas submetidas ao amarelo, 1024,23 uS/cm +
393,06 nas amostras sob luz vermelha, e valores bastante similares ao inicial de
782,9 uS/cm £ 81,06 em verde e 636,13 uS/cm + 44,46 para algas sob azul. O valor
meédio de todas amostras as 12h, independentemente do tratamento de cores, foi de
836,85 + 266,41. Para os tratamentos apds exposicdo de 24 horas, os valores da
condutividade foram os seguintes: 912,80 uS/cm + 493,82 para o branco, 613,43
uS/cm + 8,56 para o amarelo, 604,40 uS/cm % 6,49 para amostras expostas ao
vermelho, 593,37 + 8,71 para as algas sob luz verde LED e 577,50 uS/cm % 1,15
para as sob luz azul (Figura 6B).

No caso dos dados de crescimento, a densidade Optica sofreu influéncia
significativa do fator tempo e do fator tratamento de cores (efeito isolado, sem
interacao entre os fatores, Tabela 2). Assim, antes da exposi¢ao, os valores médios
de densidade optica do cultivo foi de 0,241 £0,0005. Depois, foi observado um
aumento significativo dos valores médios de DO independentemente do tratamento,
com o tempo, de um valor médio de 0,2809 +0,018 obtido ap6s 12h de exposicao,
para o total de 0,338 0,031 (Figura 7A). Para o efeito da radiagdo, notou-se um
aumento significativo dos valores de densidade O&ptica medidos em luz azul.
Enquanto nas demais cores o valor médio de DO foi de 0,302 £0,01, em azul
reportou-se 0,342 £0,048 unidades de absorbancia (Figura 7A).

Para os dados de massa seca de T. wisconsinensis, foi verificado um efeito
significativo apenas do fator tempo (Tabela 2). Antes de iniciar a exposi¢céo as luzes
coloridas, mediu-se o valor médio de 4,66 +0,54 mg.L"' para os cultivos. Um
incremento de biomassa seca significativo foi observado desde as 12 até as 24h de
exposicao, saindo dos valores de 5,4 +0,9 para 6,57 £0,56 mg (Figura 7B).

Considerando o total de células contadas nos cultivos de T. wisconsinensis,
também foi detectado apenas o efeito significativo do fator tempo, como fora

verificado para a biomassa seca (Tabela 2). Assim sendo, o cultivo partiu no tempo 0
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de cerca de 5 milhdes de células. As 12h de exposicdo, o valor médio observado foi
de 4.524.000 cél. mL'. Esse valor aumentou significativamente entdo para
6.111.333 cél. mL"' apdés 24h de exposigdo (Figura 7C). Nao houve efeitos
significativos dos tratamentos de cores de radiagao sobre o peso seco ou o total de

células (Tabela 2).
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Figura 7: Pardmetros de crescimento de T. wisconsinensis antes, durante e depois da exposi¢do a
diferentes qualidades espectrais de luzes coloridas por 12 e 24h. A) Dados de densidade o6tica, B)
peso seco e C) contagem de célula obtidos no tratamento de luzes LED coloridas nas 12 horas e 24

horas. Os dados representados sdo a média de 3 valores e as barras s&o o desvio padrao.



42

A figura 8 apresenta os espectros de absor¢cdo dos extratos de T.
wisconsinensis em DMF apés 12 e 24 horas de exposi¢ao as luzes coloridas, em
comparagado com a curva do extrato de algas antes de sua exposi¢cdo. O que se
observa claramente é a semelhanga entre os perfis das curvas. Tanto apds 12h
(Figura 8A) quanto depois de 24h (Figura 8B), os picos detectados foram os
mesmos, com prominéncia a 412 - 413nm. Outro pico muito evidente foi detectado
em todas as amostras em 455 nm e também em 536 nm, sendo este bem pequeno.

O pico a 664 nm também foi observado para todas as amostras (Figura 8A e B).

1.0

A) 12h —— Inicial
Branco
Amarelo
08 1 —— Verde
—— Vermelho
— Azul

Absorbancia

300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

B) 24h

Inicial
Branco
Amarelo
Verde
—— Vermelho
— Auzul

0.8 A

Absorbancia

300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)
Figura 8: Espectros de absor¢céo de extratos de T. wisconsinensis em dimetilformamida (DMF) antes,
durante e depois da exposicao a diferentes qualidades espectrais de luzes coloridas por 12 e 24h. A)

12h, B) 24h. Os dados representados sdo a média de 3 valores.



43

A tabela 3 apresenta os resultados das analises de variancia dos parametros
bioquimicos analisados em T. wisconsinensis. Observa-se que os teores de
carboidratos, proteinas totais e de pigmentos fotossintetizantes nao tiveram
alteragdes significativas por causa dos tratamentos ou ao longo do tempo de
exposigcao, e nem a interagao entre eles. Ja o total de elementos internos das células
de T. wisconsinensis apresentaram alguma variagdo decorrente dos tratamentos.
Isso se verificou apenas para o total de C e S das amostras. O total de C foi
influenciado pelos tratamentos, enquanto que o teor de S teve variagdes decorrentes
do tempo de exposigcao e também dos tratamentos, porém sem o efeito interativo

entre eles (Tabela 3).

Tabela 3: Resultados das analises de variancia (ANOVAs) para os paradmetros de bioquimicos (total
de carboidratos, proteinas, pigmentos da fotossintese — clorofilas a e b, carotenoides totais, e
elementos internos) do cultivo de T. wisconsinensis durante exposicao a diferentes cores de luz
(branco, amarelo, verde, vermelho e azul) por 12 e 24h. Em negrito, os dados que apresentam efeito

significativo para causar variagbes nas respostas das algas.

Variavel Fatores de d SS MS f D
varia¢ao
Carboidratos Cor 4 65.490 16.372 100 384
Tempo 1 0.161 0.161 011 918
Cor*Tempo 4 42.700 10.675 17 .590
Residuos 2 297.625 14.881
0
Claa Cor 4 20.742 5.186 815 .053
Tempo 1 0991 0.991 .538 472
Cor*Tempo 4 4774 1.193 .648 .635
Residuos 2 36.839 1.842
0
Clab Cor 4 3.845 0.961 .851 510
Tempo 1 0.010 0.010 .009 926
Cor*Tempo 4 2.045 0.511 453 769
Residuos 2 22.586 1.129
0
Carotenoides Cor 4 0.236 0.059 .869 155
Tempo 1 0.003 0.003 .085 774
Cor*Tempo 4 0.103 0.026 .814 531
Residuos 2 0.631 0.032
0
C Cor 4 4890.420 1222.605 .470 .026
Tempo 1 1256.215 1256.215 .566 .074
Cor*Tempo 4 851.041 212.760 .604 .664
Residuos 2 7046.077 352.304
0
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N Cor 4 51.480 12.870 784 .549
Tempo 1 7.410 7.410 451 .509
Cor*Tempo 4 127711 31.928 945 142
Residuos 2 328316 16.416
0
S Cor 4 4930 1.232 .884 049
Tempo 1 3.264 3.264 .636 012
Cor*Tempo 4 0.781 0.195 457 766
Residuos 2 8.548 0.427
0
C:N Cor 4 0442 0.111 729 .583
Tempo 1 0.082 0.082 .544 469
Cor*Tempo 4 0.268 0.067 442 777
Residuos 2 3.032 0.152
0
Total Proteinas  Cor 4 1297.307 324.327 784 .549
Tempo 1 186.742 186.742 451 .509
Cor*Tempo 4 3218362 804.590  .945 142
Residuos 2 8273.689 413.684
0

Os resultados mostrados na Tabela 4, referem-se aos parametros
bioquimicos de T. wisconsinensis. Esses valores sdo relacionados em mg g' MS.
Assim, visto que ndo houve variagdes significativas ao longo do experimento de
exposicao a diferentes cores de luz (Tabela 3), pode-se dizer que T. wisconsinensis
apresentou em média o teor de 13,75 +3,70 mg g MS de carboidratos totais. O teor
de proteinas medido foi de 405,67 +21,08 mg g' MS de massa seca. Ja para os
pigmentos, as algas apresentaram o total médio de 14,64 +1,41 mg g' MS de
clorofila a e 6,98 +0,96 mg g' MS de clorofila b por grama de massa seca. Ja o teor
de carotenoides médio foi de 1,19 #0,17 mg g' MS. Embora ndo tenham sido
detectados efeitos significativos, na Tabela 4 se apontam em negrito as condigbes
nas quais 0s numeros absolutos foram maiores, mesmo sem ser significativos. Para
o caso do teor de C interno da biomassa de T. wisconsinensis, observou-se um valor
de reducgao desse teor interno em amarelo e vermelho (média por volta de 432 mg g
' MS de carbono) em comparagdo com as amostras em azul (467,45 +15,03 mg g
MS de carbono por g de biomassa), visto que as amostras do azul se mantiveram
com teores parecidos ao observado para o tratamento controle (branco, Tabela 5).
Para o caso do teor de enxofre, observou-se claramente o efeito do tempo e dos

tratamentos no acumulo deste elemento (Tabela 3). Houve um aumento do teor de
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enxofre de 2,05 +0,81 mg g' MS medidos apds 12h para 2,71 0,61 mg g' MS de
enxofre por g de massa seca de alga.

Dos paréametros bioquimicos e fisioldgicos, obtidos com os tratamentos,
podemos assinalar que a sintese de Carbono (C) e de enxofre (S) foram
positivamente beneficiadas em relagdo ao tempo. Nas 12 horas de tratamento a luz
azul LED foi a variavel que teve o valor maximo para esses compostos, enquanto
que nas 24 horas s6 o carbono continuou com sintese positiva com a luz azul ja que
o enxofre as 24 horas teve um valor maior de sintese com a luz branca LED. Para a
sintese do nitrogénio (N) as 12 horas a luz branca LED foi a variavel com maior
influéncia enquanto que nas 24 horas o valor maximo foi beneficiado com a luz azul
LED.

A tabela 5 apresenta os dados de correlacbes de Pearson entre as variaveis
dependentes medidas em T. wisconsinensis no decorrer do experimento de
exposigao as luzes coloridas oriundas de lampadas LED: Foi observada uma
correlacdo positiva entre o pH, a condutividade e a densidade Optica e uma
correlagcdo negativa entre a condutividade e a fluorescéncia de clorofila a in vivo. Por
outra parte, a fluorescéncia de clorofila a in vivo se correlaciona positivamente com a
densidade Optica, densidade de células e massa seca. Por sua vez, a densidade
Optica tem correlacédo positiva com o numero de células no cultivo e os valores de
massa seca, que € o esperado. E assim também, a densidade de células mostrou
correlagao positiva com a massa seca do cultivo. Os valores de clorofila a extraida
se correlacionam positivamente com o conteudo de clorofila b extraida, e assim
também com o conteudo de carotenoides. Em tanto que a clorofila b se correlaciona

unicamente com valores pigmentos carotenoides (Tabela 5).
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Tabela 4: Parametros bioquimicos medidos em T. wisconsinensis apds exposi¢cado durante 12 e 24 h a diferentes qualidades espectrais de luzes coloridas
(branca BR, amarela AM, verde VR, vermelha VRM e azul AZ). Todos dados estéo apresentados em mg g' MS e sdo apresentadas as médias e desvios
padrées de n=3. Em negrito, se aponta o valor mais alto observado em cada variavel, embora nado tenha sido significativamente diferente dos demais

conforme a tabela 3.

Tempo Color  Carboidratos Cla a Cla b Carotenoides C N S Total proteinas
0 BR 10.83 =+ 1.65 14.55 =+ 1.12 734 + 0.82 1.19 + 0.11 407.07 + 29.99 81.89 + 4.42 317 + 133 411.08 =+ 22.19
12 BR 1322 + 5.49 1579 + 0.66 723 + 097 1.30 + 0.14 45322 + 3.94 82.75 + 2.47 1.86 + 0.58 41542 £+ 1240

AM 1893 =+ 6.78 14.63 =+ 0.70 6.55 + 0.80 1.20 + 0.13 43796 + 38.12 8229 £ 464 234 + 0.72 413.10 =+ 23.28
VRM 1472 + 041 14.09 =+ 1.51 7.03 + 0.78 1.34 =+ 0.19 457.10 + 8.50 80.68 + 2.60 1.88 + 0.19  405.00 =+ 13.05
VR 1095 + 193 1581 + 1.32 7.69 + 043 1.13 £+ 0.25 439.58 + 7.23 80.44 =+ 1.33 1.31 + 096  403.83 + 6.66
AZ 13.74 + 5.79 1391 + 1.25 624 + 1.03 1.05 + 0.24 464.57 <+ 17.63 7948 =+ 691 2.87 £+ 0.79 398.99 + 34.67
24 BR 13.59 + 1.61 16.25 + 290 7.58 + 2.19 128 =+ 0.25 429.52 +£ 2994 79.60 £+ 248 253 + 0.13 399.58 + 12.44
AM 1435 =+ 3.77 14.06 =+ 1.02 648 =+ 1.57 1.13 £ 0.11 42789 <+ 8.78 7745 =+ 2.28 3.03 + 0.14 388.82 + 11.45
VRM 1518 + 240 14.68 =+ 0.65 6.72 + 0.21 1.17 £ 0.11 43456 + 18.57 7731 £ 0.35 290 <+ 0.77 388.11 + 1.76
VER 1362 + 1387 1428 =+ 0.28 6.86 = 042 1.31 + 0.06 42542 + 8.44 80.10 + 1.02 2.16 + 1.03 402.10 =+ 5.14
AZ 14.09 + 3.03 13.14 + 1.39 692 + 0.62 1.03 + 0.20 470.33 + 15.15 86.21 + 824 294 + 038 43277 =+ 41.34
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Tabela 5: Correlagbes de Pearson entre as variaveis de resposta medidas em T. wisconsinensis apds exposi¢ao durante 12 e 24 h a diferentes qualidades

espectrais de luzes coloridas (branca, amarela, verde, vermelha e azul). Em negrito, se apontam as condi¢des nas quais os valores de correlagdo foram

significativos entre o par de varidveis analisados. As correlagbes variaram entre -1 e 1.

Condutividade Chl a in vivo DOs¢sonm N. Células MS Carboidratos Claa Cla b Carotenoides C N N Proteinas

pH 0.348 0.042 0.362 -0.108 0.308 -0.003 0.287 0.081 0.011 0.337 0.182 -0.117 0.182
p=0.041 p=0.809 p=0.033 p=0.535 p=0.072 p=0.987 p=0.095  p=0.643 p=0.950 p=0.047 p=0.294 p=0.502 p=0.294

Condutividade -0.351 -0.121 -0.317 -0.036 0.024 0.269 0.268 0.216 -0.052 0.004 -0.291 0.004
p=0.039 p=0.490 p=0.064 p=0.835 p=0.890 p=0.118  p=0.120 p=0.212 p=0.769 p=0.981 p=0.089 p=0.981

Cla a in vivo 0.838 0.695 0.725 0.144 -0.239 -0.138 -0.170 0.045 -0.047 0.218 -0.047
p=0.000  p=0.000 p=0.000 p=0.408 p=0.166  p=0.428 p=0.329 p=0.796  p=0.787 p=0.208 p=0.787

DOe6sonm 0.714 0.835 0.259 -0.278 -0.168 -0.227 0.235 -0.075 0.055 -0.075
p=0.000 p=0.000 p=0.134 p=0.105 p=0.334 p=0.190 p=0.174  p=0.668 p=0.755 p=0.668

N. Células 0.561 0.179 -0.327 -0.180 -0.250 -0.150 -0.258 0.301 -0.258
p=0.000 p=0.304 p=0.055  p=0.300 p=0.148 p=0.391 p=0.135 p=0.079 p=0.135

MS 0.154 -0.248 -0.213 -0.181 0.159 -0.045 0.091 -0.045
p=0.376 p=0.151 p=0.220 p=0.299 p=0.361 p=0.796 p=0.605 p=0.796

Carboidratos -0.193 -0.247 0.050 0.187 -0.150 -0.056 -0.150
p=0.267 p=0.153 p=0.777 p=0.281 p=0.390 p=0.748 p=0.390

Claa 0.712 0.676 -0.234 -0.074 -0.143 -0.074
p=0.000 p=0.000 p=0.176  p=0.673 p=0.413 p=0.673

Clab 0.463 -0.076 -0.032 -0.214 -0.032
p=0.005 p=0.665 p=0.855 p=0.218 p=0.855

Carotenoides -0.265 -0.032 -0.140 -0.032
p=0.125 p=0.855 p=0.423 p=0.855

C 0.214 -0.369 0.214
p=0.218 p=0.029 p=0.218

N 0.020 10.000

p=0.910 p=---

S 0.020

p=0.910
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5 DISCUSSAO

5.1 Morfologia da Tetradesmus wisconsinensis Smith.

Nas descri¢gbdes originais de Smith em 1913, n&o sédo descritas as tipologias
e variagdes morfologicas que podem ser apresentadas por T. wisconsinensis.
Sendo este o unico material que descreve a esta espécie em ambiente de cultivos,
inclusive utilizando varios meios de cultura, o presente trabalho permite um espaco
de discussao sobre a mudangas morfolégicas que a espécies pode apresentar em
condigdes de estresse. Os autores Tsarenko; Hegewald; Braband (2005) e Wynne;
Hallan (2016), debatem assuntos de nomenclatura do Tetradesmus baseados na
morfologia do cendbio em amostras de campo e n&o necessariamente de
morfologias, ou tipologias em meios de cultura diferentes deste género ou outras
espécies do género.

Nos experimentos realizados ao longo deste projeto foi observado o
morfotipo de autdésporos da espécie em cultivos com densidade celular alta. Estes
cistos podem ser elipticos lisos e alguns como elipses granulosos que
aparentemente estdo proximos a liberacdo de cendbios “reativados”. E muito
caracteristico observar este tipo de cenario em periodos em que as algas estao
perto do tempo de repique ou seja, na etapa final de crescimento exponencial e
perto da etapa estacionaria, em sua curva de crescimento (LOPEZ et al., 2016). Os
cistos podem variar em tamanho de 10 ym a 24 um. Foi observado que os
autésporos podem aumentar de tamanho até o momento em que se encontram em
condicdo favoravel para liberar os cendbios, o que normalmente acontece por
exemplo, no processo de repique da cultura. Vale destacar que nem todos os
autésporos rigorosamente chegam ao maximo de tamanho para a liberacdo de
células, a qual se da pela presencga de condigdes favoraveis para sua maturagao.

Uma situagao similar acontece com Haematoccocus pluvialis por exemplo,
que com sob condicbes de estresse se encistam e produzem o carotendide
astaxantina (MUNIZ SOUZA et al., 2020). Em experimentos com Ankistrodesmus
falcatus, utilizando uma alta intensidade de luz como fator de estresse (150

umol.fétons.m=2.s', sendo de 60 pmol.fotons.m?.s' a condigcdo de aclimatagdo
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normal), se viu que a espécie sofreu alteracdo no tamanho e na forma. Para o caso
de T. wisconsinensis, esse tipo de variagdo se da em condicbes de alta
concentracdo celular, quase sempre na fase exponencial final, perto do repique de
cultivo (intensidade de luz branca 70 - 130 ymol.fétons.m?2.s™!, temperatura de 20° a

22°C, aeragao constante, fotoperiodo de 12h e meio de cultura padrao BBM).

5.2 Quantidade de luz apropriada para a aclimatagao.

Diversos fatores podem influenciar na producao de oxigénio durante um
teste de curva Pxl (Fotossintese vs. Irradiancia) de um cultivo de algas. Assim, o
procedimento foi repetido varias vezes, a fim de atingir uma curva equilibrada. Foi
muito importante identificar as variaveis que influenciaram as condicbes estaveis
deste processo. As variaveis mais importantes foram: concentragao inicial de Oz no
meio de cultivo, tempo de incubagdo, densidade celular e renovagcédo do cultivo
principalmente. E importante considerar que varias das espécies parentes da T.
wisconsinenses tém comportamentos diferentes diante a quantidade de luz. Assim,
por exemplo, Scenedesmus bijuga tem uma aceitacéo de faixa de luz que pode estar
entre 3,8 e 500 pmol.fotons.m?.s' para experimentos de melhoramentos de
producao de biomassa e cultivos de alta densidade (MATTOS et al., 2015). Em outro
estudo com Scenedesmus obliquus (FENG et al., 2014), foram testadas intensidades
de luz muito variadas desde 20 a 2200 umol.fétons.m=2.s™', para produgao de lipidios
como matéria prima de biodiesel. Claro que é muito importante considerar também o
fato de que a selegdo da intensidade de luz depende do objetivo. No caso de T.
wisconsinensis, pretendeu-se obter uma informacéo relacionada a uma quantidade
na qual a luz disponivel ndo chegasse a inibir a produgdo de oxigénio e garantisse
que ela pudesse ser maxima. Um detalhe importante de mencionar é que a
producdo de oxigénio ndo foi normalizada pela quantidade de clorofila ou pela
biomassa o que dificulta a comparagdo com outras espécies. Ainda assim, foi muito
importante fazer este procedimento para ter uma ideia da dimensao quantitativa da
produtividade de T. wisconsinensis e para saber a quantidade de luz que seria 6tima
para a aclimatagcdo adequada do cultivo antes do experimento.

Fatores como a quantidade de biomassa a ser usada para este teste de

curva Pxl, o tempo de incubagdo e a troca ou ndo de cultura para a medi¢cao de
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produtividade de oxigénio, foram algumas das etapas que foram avaliadas apds
identificadas a série de intensidades de luzes que seriam utilizadas. No que diz
respeito a quantidade de biomassa, se esta for muito densa no momento que ela
esteja na etapa de incubacgao, pode chegar a saturagao de oxigénio sem poder ser
medida a quantidade exata de producdo do mesmo. E no caso extremo contrario,
estariamos subestimando esse mesmo valor, ou seja, se o cultivo estivesse com
uma biomassa de densidade muito baixa.

O tempo de incubagdo, em um experimento de curva Pxl depende da
espécie (BEHRENFELD et al., 2004). Para estabelecer o mesmo, foi importante ter
testado a quantidade aproximada de biomassa necessaria em avaliagbes prévias. O
tempo de incubacgao longo resulta na saturagdo de uma cultura densa de células, ao
passo que um tempo de incubacao curto com a mesma condi¢cdo de cultura pode
resultar em valores baixos de produgao de oxigénio.

Foi observado que T. wisconsinensis tem um valor de produgdo de oxigénio
eficiente na faixa de 70 e 130 ymol.fétons.m=2.s™'. A partir da irradidncia de saturagdo
de oxigénio, ndo necessariamente diminui completamente esta producao,
evidenciando uma fase estacionaria na curva Pxl que sugere mecanismos de
tolerancia ao excesso de luz e resiliéncia na produgao primaria. Pelo contrario, em
Scenedesmus sp., uma vez que sobrepassa a irradiancia de saturacéo, a atividade
fotossintética diminui, resultando na acumulagao de PSIlI da fotossintese, que nao
podem ser reparados, devido ao reordenamento celular depois da saturacédo de luz
(BEHRENFELD et al., 2004). Podemos dizer que a quantidade de luz a ser usada
em experimentos com T. wisconsinensis, pode inclusive ser muito maior que 200

umol.fotons.m=2.s™.

5.3 Exposicao a diferentes cores luzes LED.

E importante ressaltar que a presenca de fotorreceptores nas algas permite
o aproveitamento dos diferentes espectros de luz, podendo acarretar como
consequéncia na sintese de bioprodutos. Um amplo numero de processos esta
dirigido por luzes nas algas. Muitas respostas de sintese sao controladas por luzes e
nesses procedimentos estdo envolvidos os fotorreceptores. Em algas, se encontram

fitocromos e criptocromos como fotorreceptores que constituem o sistema de
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pigmentos fotomorfogenéticos analogos ao sistema de pigmentos de fotossintese.
Em algas verdes o fotoreceptor mais comum é o fitocromo. Em Scenedesmus sp. o
desenvolvimento metabdlico de composigdo de pigmentos, sintese de clorofila e
formacdo de cloroplastos é controlado por luz azul. Porém, a ativagdo dos
fotorreceptores como fitocromos sao ativados pela luz vermelha (DRING, 1988). Em
T. wisconsinensis nao foi possivel fazer esta associagao ja que nao foi atingido o
estado de estresse ou de expressao metabdlica significativamente diferente.

Num experimento feito por Pagels et al. (2020), com a alga Cyanobium sp.,
demonstraram que uma combinacido de trés fatores aplicados aos cultivos desta
espécie, uso de luz amarela de lampadas tipo SOX (que foi comparada com luz
fluorescente), uma intensidade de 200 umol.fotons.m2.s' e uma combinagéo de
meio de cultura BG11 enriquecido com nitrato de sédio e fosfato de potassio,
permite uma melhor performance na produgdo de compostos fendlicos,
carotenoides, ficocianina e antioxidantes. Com a perspectiva de que a luz branca
tem todos os espectros de luz (e pode influenciar na ativagdo diferencial de
fotorreceptores), ter usado luz amarela permitiu que a fotossintese estivesse sendo
totalmente saturada por uma intensidade de 200 pymol.fétons.m=2.s*! dessa qualidade
de luz na condi¢gao de controle. Assim, neste experimento, em todos os tratamentos
foi usada a luz amarela para garantir a fotossintese e nos tratamentos especificos de
cada cor, foi adicionada cada uma das qualidades de luz (entretanto sem considerar
uma irradiancia efetiva para determinada resposta especifica). No trabalho com T.
wisconsinensis, embora nao tenha sido saturada a fotossintese com luz amarela,
foram disponibilizadas quantidades de luz que garantissem a mesma irradiancia
efetiva (12 pmol.fotons.m?.s') para a fotossintese em todos os tratamentos.
Entretanto, diferentemente do encontrado por Pagels et al. 2020 (que tiveram
evidéncias de respostas possivelmente associadas a fitocromo em Cyanobium sp.),
para T. wisconsinensis, a falta de um resultado significativo talvez esteja relacionado
a quantidade de luz usada e ndo a qualidade e novamente mencionar que as
condigbes otimas de nutricdo da alga durante o experimento ndo geraram um
cenario apropriado de estresse ou que permitisse uma expressdo de sinteses de

biocompostos de forma diferenciada.
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Tivemos respostas positivas com o tratamento de luz azul LED, que
beneficiou altamente a produgao de carbono e enxofre nas 12 horas de tratamento,
e uma sintese significativa de proteinas, carbono e nitrogénio nas 24 horas.

HE et al. (2015) testaram intensidades de luz de 40 uymol.fétons.m=2.s" de luz
fluorescente em cultivos de Chlorella sp. e Monoraphidium dybowskii, € observaram
uma maior producio de proteinas quando comparados com cultivos em intensidades
maiores de 200 pmol.fétons.m?2.s" e 400 pmol.fotons.m2.s'. Chlorella sp. e
Scenedesmus sp. sao espécies consideradas como muito atraentes para producao
de lipidios e outros compostos entre eles as proteinas, mas na maioria dos casos
usando como fator de estresse a alteragdo de niveis de nitrogénio. Seria de esperar,
portanto, que T. wisconsinensis (da mesma familia de Scenedesmus sp.), tenha
resultados semelhantes usando os mesmos fatores de estresse. Vale ressaltar que
uma intensidade de luz relativamente baixa (intensidade 6tima de 70 a 130
umol.fétons.m=2.s") foi suficiente para o favorecimento a sintese de proteinas em T.
wisconsinensis. atingindo 415 mg g' MS, como valor méaximo com luz branca LED
nas 12 horas. No trabalho de HE et al. (2015) foram observados valores de 424 mg
g' MS para Chlorella sp. e de 384 mg g' MS em Monoraphidium dybowskii.
Aparentemente o valor € maior em Chlorella sp., mas as consideragdes mudam ao
comparar a quantidade de tempo do tratamento. No trabalho com Chlorella sp., o
tempo de tratamento foi de 14 dias enquanto que na avaliagdo da Tetradesmus
wisconsinensis foi realizado em um periodo de tratamento de 8 dias com luz branca
e 0, 12 e 24 horas com luz de diferentes cores, mantendo proporgdes elevadas de
proteinas em todas as condi¢des. Apds 24 horas com luz azul, T. wisconsinensis
apresentou 432 mg g' MS. E possivel que a exposicdo das algas por um tempo
maior de cultivo resultasse num incremento no teor de proteinas.

Hasan et al., (2017) mencionaram que as luzes LED tém baixa penetracao
em condi¢des de laboratorio, mas nesta revisdo eles ndo abordaram uma discusséo
sobre dados de coeficiente de atenuacao. Isto poderia ser um fator muito importante
ao considerar que a quantidade de luz ou o tempo de exposi¢ao utilizada para os
cultivos de T. wisconsinensis possam ter sido baixas para alcangar um estresse mais
significativo. Considerando a irradiéncia efetiva recebida pelas algas no tratamento
foi de 12 ymol.fétons.m?2.s" £ 0,6 com as luzes monocromaticas tipo LED (e de 60

umol.fétons.m=2.s! para a luz branca LED - controle), podemos dizer que o restante
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dessa intensidade ndo foi destinado a fazer fotossintese (em cada cor), ndo foi
suficiente para elicitar diferentemente o metabolismo de T. wisconsinensis.

Na luz azul LED se observaram os valores maximos absolutos de densidade
Optica, peso seco e contagem celular que sédo os indicativos de favorecimento de
producao de biomassa de T. wisconsinensis. Pfibyl et al. (2016) mencionam que a
taxa de crescimento das algas verdes principalmente se vem favorecidas pela luz
monocromatica azul. Um trabalho feito por Gongalves et al. (2019) menciona que os
tratamentos de cultivo de Tetradesmus sp. com espectro de luz azul, acelera o
crescimento das algas principalmente se sdo combinadas com luz branca com uma
intensidade de 95 pmol.fotons.m?.s'. Esses autores afirmam que o tratamento
reduz o periodo de fase lag, atingindo a fase exponencial depois do primeiro dia.
Afirmam também que depois de 9 dias, a quantidade de biomassa continuou
crescendo sendo irradiada com uma combinagao luz branca — verde com a mesma
intensidade anterior. Porém, com uma intensidade maior em uma combinagao
branca — verde e branca — vermelha e intensidade de 190 pmol.fétons.m?2.s™,
observaram uma diminuicdo na produgdo de biomassa na alga Tefradesmus sp.,
atribuindo esta resposta a fotoinibicdo pela alta intensidade de luz e ndo pela cor da
luz. Isso deixa claro o aspecto que o tempo de exposicdo e a intensidade de luz
poderiam ter sido maiores nos experimentos aqui realizados com T. wisconsinensis.
Além disso, seria possivel também executar uma combinacédo de cores especificas
de luzes LED (HASAN et al., 2017), dependendo do objetivo de produto que se
deseja produzir.

Em condi¢des de diminuicdo de nutrientes no meio de cultura, o cenario é
mais favoravel para ter resultados mais chamativos enquanto a sintese de outros
biocompostos. O excesso (ou quantidade 6tima) de nutrientes no meio de cultivo
pode ter impedido que o metabolismo da Tetradesmus wisconsinensis fosse
desviado para a produg¢ao de compostos de interesse, 0 que acontece mais quando
em cenario de estresse. Por exemplo, num experimento onde foi testado cultivos de
Scenedesmus sp. em meios com e sem sal (0,3 M de NaCl, KCI, MgCl2 e CaClz2),
como fator de estresse, acharam que em cultivos com acréscimo de sal no meio
houve uma melhor performance na composicdo e acumulacdo de carotenoides
(ABURAI et al., 2018). Em outro experimento, com Scenedesmus dimorphus, onde

foram testadas varias concentragdes de nitrato (KNOs: 0,5; 0,6; 0,7 e 0,8 M) foi
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observado que na concentragao de 0,6 M de KNOs, houve uma acumulagao de
carotenoides totais, mas o resultado mais relevante foi o de producédo de lipidios que
aumentou 1:25.000 em comparagéo a carotenoides totais (PINEROS et al., 2019).

Uma baixa quantidade (intensidade) de Iluz monocromatica neste
experimento com Tetradesmus wisconsinensis pode néao ter ativado completamente
os fotorreceptores desta alga. Apesar que se sabe pouco sobre os mecanismos
exatos de respostas dos fotorreceptores nas plantas e nas algas, é fato que séo
importantes complementos celulares que permitem a identificacdo da qualidade e a
quantidade de luz (JIAO, LAU, & DENG, 2007). Uma baixa quantidade de luz pode
nao ter ativado ou excitado ao maximo esses fotorreceptores nas células desta alga
e entdo podemos argumentar que por este motivo também nado tivemos uma
resposta mais ressaltante o significativa na produgao de carotenoides e pigmentos.

Apesar da problematica associada com a baixa quantidade de luz no
experimento, que nao foi suficiente para elicitar diferencialmente o metabolismo de
T. wisconsinensis, é importante ressaltar que tanto a quantidade de luz vermelha,
verde, amarela ou azul, ou mesmo a luz de branca resultaram em condi¢des
similares, porque a quantidade de luz foi otimizada pensando em proporcionar
valores efetivos para manter o metabolismo celular de T. wisconsinensis
funcionando, e a fotossintese ativada por pigmentos que absorveram a diferentes
comprimentos de onda de luzes monocromaticas. Isso porque foram observadas
condi¢des de manutencao do estado fisioldgico das algas independentemente da cor
que elas estivessem recebendo. Assim, para garantir fotossintese equanime em
diferentes cores, o experimento com T. wisconsinensis permitiu situagcdes nas quais
a alga manteve seu metabolismo e crescimento em quaisquer das cores aplicadas.
Isso mostra a plasticidade fenotipica da alga para otimizar o aproveitamento da
energia proveniente de quaisquer composicdes testadas do espectro
eletromagnético disponibilizadas no experimento, com resultados significativamente
similares, sem deteccao de estresse por meio da fotossintese. O acompanhamento
com um fluorimetro de pulso de amplitude modulada poderia trazer mais indicios da

existéncia ou n&o de estresses durante o monitoramento da espécie.
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5.4 Analise da Biomassa de Tetradesmus wisconsinensis Smith

O total de proteinas de 43 % em T. wisconsinensis foi bastante alto,
independentemente dos tratamentos, considerando a baixa quantidade nas
intensidades das luzes monocromaticas e comparando com o conteudo de outras
algas aparentadas como Scenedesmus dimorphus cujo conteudo de proteinas € de
8 a 18 %, Scenedesmus quadricauda de 47 %. Os resultados do presente estudo
sugeriram que T. wisconsinensis ¢ uma alga qualificada para a producao de
proteinas, mas o rendimento de producdo pode ser melhorado combinando um
maior tempo de exposicdo ao tratamento com luz monocromatica azul LED, com
uma irradiancia entre 130 e 200 pmol.fétons.m?2.s”'. Com relacdo a produgéo de
clorofila a e b, ndo houve diferengas significativas entre os tratamentos. Em um
experimento feito com S. quadricauda, onde foram cultivados 2 L da alga com meio
de cultura BBM, foi testado o crescimento desta alga durante duas semanas, a uma
temperatura de 25 - 35 °C e uma irradiancia de luz fluorescente de 70 pmol.fétons.m-
251, os resultados de quantidade de clorofila foram de 14 % por grama de biomassa
seca (NIIZAWA et al., 2017). Quase a mesma quantidade de clorofila a foi obtida
com luz monocromatica verde LED em uma semana de experimento e 12 horas de
tratamento com essa luz em T. wisconsinensis.

A producao de proteinas totais foi influenciada pela luz branca LED nas 12
horas e pela luz azul LED nas 24 horas. Aparentemente a quantidade de horas e a
cor azul de luz sdo condi¢gdes de variaveis bem assimiladas para uma produgao de
proteinas usando T. wisconsinensis como matéria prima.

Shih-Hsin Ho (2013), testaram produgdo de luteina por Scenedesmus
obliquus com luzes LED branco, vermelho, azul e verde, com irradidncia de 150
umol.fétons.m=2.s'. Os resultados foram muito diversos, ou seja, ndo se achou uma
verdadeira relagdo entre a qualidade se luz e a producao de luteina, mas concluiram
que o impacto da quantidade da luz é dependente da espécie com que se trabalha.
A produgdo de luteina foi trés vezes maior com luz branca ndo LED a uma
intensidade 300 pmol.fotons.m2.s'. Em Scenedemus sp. foi testado a produgéo de
carotenoides nessa condigdo (intensidade de luz branca de 200 umol.fétons.m=2.s")
mas, combinada com uma alta salinidade, obtiveram um melhor rendimento de

produgao.
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6 CONCLUSAO

Foram dois os fatores principais que tivemos em consideracéo para avaliar a
producao de metabdlitos (biocompostos) em Tetradesmus wisconsinensis Smith, o
tempo e as diferentes luzes monocromaticas tipo LED. Foi avaliado o valor de
irradidncia 6tima necessaria para o cultivo de T. wisconsinensis. Aplicando um fator
de correcao, foram determinadas as intensidades efetivas de luzes monocromaticas
para os tratamentos de12 e 24 horas.

Foram identificadas as caracteristicas adequadas de cultivo de T.
wisconsinensis. Foi determinada a capacidade fotossintética da alga com diferentes
intensidades de luz. A faixa de intensidade de luz em que a alga atingiu o maior
valor de produgdo de oxigénio é entre 70 e 130 umol.fétons.m?.s”'. Com maiores
intensidades de luz a alga T. wisconsinensis produz a mesma quantidade de
oxigénio ja que ela aproveita sé a quantidade de luz que precisa.

A classe de compostos de maior importancia, pela quantidade encontrada na
alga, foi a de proteinas, que somaram 43 a 45 % da massa seca, mas este dado de
composicdo de acordo com as anadlises estatisticas nao foi afetado
significativamente pelos tratamentos de qualidades espectrais de luz e tampouco
com o tempo. Assim, a quantidade de proteina indica um potencial promissor para

esta espécie em condi¢des de tratamento com luz azul e com adi¢céo de nitrogénio.
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8 APENDICE A

8.1 Caraterizagao das luzes LED
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Anexo A: Graficos de caracterizagao das luzes LED, utilizadas para o experimento de tratamento das

amostras de Tetradesmus wisconsinensis Smith. Luz branca, azul, verde, amarelo e vermelho.
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ANEXO A

8.2 Espectro de acao da fotossintese
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Anexo B: Espetro de agado da fotossintesse de uma alga verde (HAXO; BLINKS, 1950), desde 400
até 760 Mu de longitude de onda de luz.
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