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RESUMO

A cianobactéria spirulina (Arthrospira platensis) ¢ uma microalga de alto valor nutricional e
biologico. A industria alimenticia tem explorado amplamente sua utilizagdo devido ao
elevado contetido de proteinas, vitaminas, minerais e ser fonte de pigmento azul natural
(ficocianina), o qual ¢ apontado como um promissor substituto dos corantes sintéticos, uma
vez que estes geralmente sdo toxicos, dependendo da concentracdo em que sdo adicionados
aos alimentos. O interesse crescente na ficocianina se deve a sua ampla gama de aplicagdes,
pois ndo necessita de processos quimicos adicionais para utilizagdo, ¢ reconhecida como
segura para consumo, além de apresentar uma coloracdo azul, que ¢ incomum em organismos
vivos € muitas vezes associada a toxinas em fontes minerais. Além de sua fungdo como
corante natural seguro, a ficocianina ¢ reconhecida como um composto bioativo com uma
gama de atividades terapéuticas, incluindo antioxidantes e anti-inflamatdrias. Nos ultimos
anos a demanda por ficocianina aumentou acentuadamente. A concentragdo de ficocianina nas
células de A. platensis ¢ influenciada por alguns fatores de cultivo, os quais sdo capazes de
provocar alteragdes na composicdo da biomassa. Entre estes fatores, a luz exerce um papel
mutuo na qual a qualidade e a intensidade, exercem grande impacto sobre os cultivos, pois
pode influenciar ndo apenas nos teores dos pigmentos, € outros metabolitos, mas também no
crescimento celular; por exemplo: uma alta intensidade luminosa pode resultar em estresse
foto-oxidativo, enquanto uma baixa ilumina¢do pode reduzir o crescimento e aumentar o
conteudo de pigmentos. Portanto, o continuo conhecimento das respostas fisioldgicas e
bioquimicas em fun¢do da modificacdo da luz ¢ de grande interesse comercial, para otimizar a
producao de biomassa e dos biocompostos de alto valor agregado. Entretanto, faz-se
necessario maior compreensao sobre o efeito de diferentes comprimentos de onda dispostos
em diferentes irradidncias sob o crescimento e a producdo de ficocianina em A. platensis. Em
vista disso, o objetivo do presente estudo foi investigar o efeito sinérgico do comprimento de
onda e da irradiancia sob o crescimento, atividade fotossintética e o acimulo de ficocianina.
A pesquisa foi dividida em dois experimentos onde o experimento 1 avaliou o efeito de
diferentes comprimentos de onda e intensidades de luz (12 comprimentos de onda com 5
irradiancias) na resposta metabolica da microalga em relagdo a atividade fotossintética e
crescimento de A. platensis e o experimento 2 o potencial efeito de 3 qualidade de luz
(520nm, 590nm, 670nm) sob a mesma intensidade (163 pmols.m?. s'') como estimulo para
maior acumulo de ficocianina na biomassa de A. platensis. Com o presente estudo ¢ possivel
concluir que os cultivos expostos a condi¢des de iluminacdo na regido vermelha do espectro
eletromagnético obtiveram melhores taxas de crescimento e atividade fotossintética.
Entretanto, a utilizacdo de comprimentos de ondas de 570nm e 730nm tem maior potencial
para manipulacao metabolica da microalga, possivelmente influenciando nas condigdes para a
producdo de biomoléculas essenciais, tais como proteinas e ficocianina.

Palavras-chave: cianobactéria; ficocianina; fotossintese, comprimento de onda, intensidade
de luz.



ABSTRACT

The cyanobacterium Spirulina (4Arthrospira platensis) is a microalga with high nutritional and
biological value. The food industry has extensively explored its use due to its high protein,
vitamin, mineral content, and being a source of natural blue pigment (phycocyanin); This
pigment is considered a promising substitute for synthetic dyes, as these are generally
carcinogenic or unsafe, depending on the concentration added to foods. The increasing
interest in phycocyanin is due to its wide range of applications, as it does not require
additional chemical processes for use, is recognized as safe for consumption, and presents a
blue color, which is unusual in living organisms and often associated with toxins in mineral
sources. In addition to its function as a safe natural dye, phycocyanin is recognized as a
bioactive compound with a range of therapeutic activities, including antioxidant and anti-
inflammatory properties. In recent years, the demand for phycocyanin has increased sharply.
The concentration of phycocyanin in A. platensis cells is influenced by some cultivation
factors, which can cause changes in biomass composition. Among these factors, light plays a
crucial role, where both quality and intensity have a significant impact on cultures,
influencing not only pigment and other metabolite levels but also cell growth. For example,
high light intensity can result in photo-oxidative stress, while low illumination can reduce
growth and increase pigment content. Therefore, continuous understanding of physiological
and biochemical responses to light modification is of great commercial interest to optimize
biomass and high-value biocompound production. However, greater understanding of the
effect of different wavelengths at different irradiances on the growth and phycocyanin
production in A. platensis is needed. Therefore, the aim of this study was to investigate the
synergistic effect of wavelength and irradiance on growth, photosynthetic activity, and
phycocyanin accumulation. The research was divided into two experiments, where
experiment 1 evaluated the effect of different wavelengths and light intensities (12
wavelengths with 5 irradiances) on the metabolic response of the microalgae regarding
photosynthetic activity and growth of A. platensis, and experiment 2 assessed the potential
effect of 3 light qualities (520nm, 590nm, 670nm) at the same intensity (163umols.m?.s-1) as
a stimulus for increased phycocyanin accumulation in A. platensis biomass. With this study, it
is possible to conclude that the cultures exposed to lighting conditions in the red region of the
electromagnetic spectrum achieved better growth rates and photosynthetic activity. However,
the use of wavelengths of 570nm and 730nm has greater potential for metabolic manipulation
of the microalgae, possibly influencing the conditions for the production of essential
biomolecules, such as proteins and phycocyanin.

Keywords: microalgae; phycocyanin; photosynthesis, wavelength, irradiance.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Por qué?

A Spirulina ¢ uma cianobactéria com alto valor nutricional utilizada para elaboragdo
de produtos na industria alimenticia e de nutracéuticos.

A concentragdo de ficocianina € influenciada pelas condigdes de cultivo da microalga
que podem resultar na sua degradacao ou aumento na biomassa.

A ficocianina ¢ um pigmento azul natural com alto valor comercial e com potencial

uso na elaboracao de bebidas e alimentos.

O que ja foi publicado na literatura?

Efeito dos diodos emissores de luz (LEDs) na composicdo de biomassa de
Arthrospira platensis.

A ficocianina pode ser manipulada tanto pela intensidade de luz quanto pelo espectro
de luz.

Hipoteses da pesquisa

O comprimento de onda da radiagdo emitida (qualidade da luz) no cultivo de
Spirulina, pode aumentar o teor de ficocianina na biomassa e de outros compostos de interesse

assim como melhorar a qualidade da biomassa cultivada agregando maior valor comercial.

Experimentos

Experimento 1: avaliou o efeito de diferentes comprimentos de onda e intensidades
de Iuz (12 comprimentos de onda com 5 irradiancias) na atividade fotossintética e crescimento
de Arthrospira platensis.

Experimento 2: avaliou o efeito de 3 qualidade de luz (520nm, 590nm, 670nm) sob a
mesma intensidade (163pmols.m?. s!) sobre o teor de ficocianina na biomassa de Arthrospira

platensis.
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1INTRODUCAO

Com o crescimento da populacdo mundial, ha a necessidade de fontes sustentaveis de
proteina como forma de ndo comprometer a disponibilidade deste importante insumo na
nutricdo humana (Milido et al., 2022; Nguyen et al., 2022). As microalgas sdo micro-
organismos fotossintéticos encontrados em ambientes marinhos e de dgua doce, e que sdo
apontadas como fonte promissora para suprir essa e outras demandas emergentes da sociedade
moderna (Demarco et al., 2022). Além disso, em comparacdo com os alimentos
convencionais, os alimentos a base de microalgas tém um perfil de baixo carbono e mais
ecologico pois, as microalgas podem ser produzidas em terras ndo-araveis com uma alta taxa
de producdo por metro quadrado e, assim, reduzir o desmatamento de biomas para a
conversao em terras de atividade agricola (Oliveira; Bragotto, 2022; Maehle; Skjeret, 2022;
Weinrich; Elshiewy, 2019).

A industria alimenticia tem explorado as microalgas como fontes promissoras para o
desenvolvimento de novos produtos. Assim a biomassa de microalgas ja foi utilizada em
diversos produtos alimenticios, como por exemplo, massas, biscoitos, salgadinhos, balas,
gomas, iogurtes, bebidas e paes (Batista et al., 2012; Fradique et al., 2010; Grahl et al., 2020;
Maehle; Skjeret, 2022), possibilitando o desenvolvimento de novos alimentos nutracéuticos
(Plaza; Ciufuentes; Ibanez, 2008), proporcionando beneficios a saude e ao meio ambiente.
Entre os anos de 2015 e 2019 foram relatados a elaboragdo de 13.090 novos produtos
alimenticios a base de algas e/ou componentes derivados das mesmas, sendo estes cerca de
79% em elaboracdo de alimentos e 21% em bebidas (Boukid; Castellari, 2021; Oliveira;
Bragotto, 2022).

A spirulina (Arthrospira platensis) ¢ um micro-organismo fotossintético, que possui
uma coloracdo verde azulada, com filamentos helicoidais, reconhecida pela Organizagao
Mundial da Satide como superalimento por possuir altas concentragdes de proteinas, atingindo
teores acima de 60% do seu peso seco (Mitra; Mishra, 2019). O aparato fotossintético de 4.
platensis contém clorofila a e ficobiliproteinas como pigmentos acessorios, que atuam como
componentes dos fotossistemas (Chia et al., 2019; Kannaujia et al., 2019; Pez Jaeschke et al.,
2021). As ficobiliproteinas possuem a capacidade de absorver e transferir a energia luminosa
em direcdo ao fotossistema com oOtimo rendimento quantico. Estes pigmentos podem ser
subdivididas em trés subclasses principais de acordo com a sua faixa de absor¢do: ficocianina
(PC de coloragao azul Amax: 610-620nm), aloficocianina (APC de coloragdo verde-azulada

Amax:  650-655nm)e ficoeritrina (PE de coloragdo roxa Amax: 540-560nm)(Sekar;
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Chandramohan, 2008; Sonani et al., 2017). As ficobiliproteinas presentes nas cianobactérias
tém ganhado importancia no setor industrial, pois possuem diversas aplicagdes.

A ficocianina esta presente em altas concentragdes e em particular ¢ o principal
pigmento de coloracdo azul brilhante presente na Spirulina. Este pigmento possui aplicagdes
comerciais de interesse pelas industrias farmacéutica e alimenticias, devido as propriedades
bioativas que incluem atividades antioxidante, anti-inflamatdrias, antitumorais e
neuroprotetivas (Yu et al., 2017). A utilizacdo deste pigmento em alimentos possibilita a
substitui¢do do uso de corantes sintéticos em diversos produtos, se tornando ingrediente
atrativo nos alimentos e apresentando propriedades benéficas para a satide humana (Soni;
Sudhakar; Rana, 2017). O contetido deste pigmento pode atingir 20% do peso seco da
microalga, e possui caracteristicas importantes para a aplicagdo como pigmentos como: boa
solubilidade em 4gua e estabilidade na faixa de pH 5-7 (Sonani et al., 2017). Nos ultimos anos
a demanda por ficocianina aumentou acentuadamente com a busca por corantes naturais e
suplementos nutricionais( FMI, 2018; Yu et al., 2023).

A concentragdo de ficocianina nas células de 4. platensis ¢ influenciada por alguns
fatores de cultivo, os quais sdo capazes de provocar alteragdes na composicdo da biomassa
(Walter, 2019). Entre estes fatores, a luz exerce grande impacto sobre os cultivos, pois pode
influenciar ndo apenas nos teores dos pigmentos, € outros metabdlitos, mas também no
crescimento celular; por exemplo: uma alta intensidade luminosa pode resultar em estresse
foto-oxidativo, enquanto uma baixa ilumina¢do pode reduzir o crescimento e aumentar o
conteudo de pigmentos (Atta et al., 2013; Da Fontoura Prates et al., 2020; Kaur et al., 2022;
Prates et al., 2018). Portanto, o continuo conhecimento das respostas fisiologicas e
bioquimicas em fungdo da modificacao da luz ¢ de grande interesse comercial, para otimizar a
producdo de biomassa e dos biocompostos de alto valor agregado (Baer et al., 2016).

No estudo conduzido por Chini Zitteli et al. (2022) foi demonstrado que o
crescimento e atividade fotossintética de A. platensis foi mais alta usando luzes laranjas,
enquanto o percentual de ficocianina foi maior usando a luz azul (atingindo cerca de 13% do
peso seco). J4 Raeisossadati et al. (2019) reportou que o uso de um artefato luminescente
vermelho aumentou a produtividade de ficocianina em A. platensis em até 44% em
comparacao a luz solar (controle).

Entretanto, faz-se necessario maior compreensdao sobre o efeito de outros
comprimentos de onda além desses investigados na literatura dispostos em diferentes
irradiancias sob o crescimento e a producdo de ficocianina em A. platensis. Em vista disso, o

objetivo do presente estudo foi investigar qual comprimento de onda possui maior influéncia


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643823005893#bbib14

18

sobre 0 metabolismo de Arthospira platensis com o intuito de identificar melhores estratégias
para manipulagdo da composicdo bioquimica da spirulina em especial do pigmento

ficocianina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da luz no crescimento, fotossintese € compostos bioquimicos de

Arthrospira platenses.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFIiCOS

- Determinar a influéncia de diferentes comprimentos de onda e de irradidncias sob o
cultivo de Spirulina 4. platensis em fase de crescimento exponencial para maior acimulo de
ficocianina na biomassa;

- Avaliar a resposta da 4. platensis sob a taxa de crescimento especifico quando
submetida a diferentes espectros de radiacdo durante o periodo experimental;

- Avaliar a resposta fisioldgica de 4. platensis em termos de taxa de transporte de
elétrons (ETR) submetida a diferentes espectros de radiagdo durante o periodo experimental;

- Avaliar a influéncia de diferentes comprimentos de onda sobre o teor de ficocianina
na biomassa de A. platensis;

- Avaliar a influéncia de diferentes comprimentos de onda sobre o teor de proteinas na

biomassa de A. platensis.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ARTHROSPIRA PLATENSIS (SPIRULINA)

Arthrospira platensis, amplamente conhecida como Spirulina, ¢ uma cianobactéria
com formato filamentoso caracterizado por tricomas cilindricos espiralados (Figura 1). A
Spirulina desempenha um papel de significancia notavel na alimentacdo humana hé séculos,
com inser¢io na alimentacdo de civilizagdes antigas das Américas e da Africa.
Tradicionalmente, esta cianobactéria era colhida de 4guas alcalinas e secas ao sol, como as
encontradas no lago salino Toxococo, no México, onde os astecas a colhiam hd muitos anos

para enriquecer suas dietas (Papadaki et al., 2017; Prates et al., 2018b; Silva, 2008).

Figura 1: Fotografia microscopica dos filamentos de Arthrospira platensis — espécie alvo do
presente estudo.

Fonte: 2022

Esta cianobactéria tornou-se a microalga mais cultivada no mundo, onde 30% da
producdo de biomassa microalgal ¢ de spirulina, maior parte ¢ comercializada em flocos,
capsula ou p6 seco e consumida como suplemento alimentar (Costa et al., 2019; Lafarga,
2019) devido ao alto conteudo de nutrientes como proteinas, acidos graxos essenciais,
vitaminas e minerais (Tabela 1).

No cenario atual a Spirulina ¢ considerada pelo FDA (Food and Drung
Administration) como GRAS (Generally Regarded As Safe). No Brasil pode ser legalmente
comercializada como alimento ou complemento nutricional. Ainda, segundo a Instrugdo
Normativa — IN n° 28, de Julho de 2018, a spirulina (4Arthrospira platensis), esta na lista de

constituintes autorizados para uso em suplementos alimentares (ANVISA, 2018).
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Tabela 1- Composi¢ao centesimal aproximada da Spirulina (4rthrospira platensis). Dados
apresentados em % de matéria seca.

Laboratorio de analise

Componente FOI SAC IPGSR BAU
Proteina bruta 65 55-70 61 60
Carboidrato solavel 19 - 14 -
Lipidio bruto 4 5-7 6 7
Fibra bruta 3 5-7 - -
Minerais 3 3-6 9 11
Umidade 4-7 6 9

FOI = French Oil Institute; SAC = Siam Algae Co. Ltd; IPGSR = Institute of Post-graduate Studies and
Research laboratory, University of Malaya; BAU = Bangladesh Agricultural University. - ndo quantificado.
Fonte: Adaptado de HABIB et al. (2008).

A spirulina ¢ apontada como uma das microalgas mais promissoras para elaboracdo de
diversos alimentos uma vez que os nutrientes sdo de facil absor¢do pelo corpo humano (Seo
et al., 2013) e vem sendo comercializada em diversos paises como suplemento e pigmento
natural, principalmente em forma de p6. A composicdo em matéria seca possuir altas
concentragdes de macro e micronutrientes, destacando-se o alto contetido proteico (55% e
70% do seu peso seco), com uma composicdo de aminoéacidos essenciais, nas propor¢des
recomendadas pela ONU para a alimentagdo (Becker, 2007). A incorporacdo da biomassa
de spirulina em determinados alimentos ¢ considerada uma inovacdo com alto potencial
tecnologico e comercial, pois agrega valor nutricional a produtos j& conhecidos pela
populagdo. Comparado com Spirulina na forma de p6 comercial, os alimentos incorporados
com biomassa sdo mais aceitos pelos consumidores devido as suas melhores propriedades
sensoriais (Almeida et al., 2021; Lucas et al., 2018; Marco et al., 2014).

A spirulina também ¢ fonte rica em outros compostos que possuem alto valor agregado
como os pigmentos fotossintéticos, clorofilas, carotendides e ficobiliproteina, esses
compostos possuem potenciais aplicagcdes na industria de alimentos como pigmentos (Lafarga
et al., 2020; Rodriguez-Concepcion et al., 2018), sendo uma fonte biotecnologicamente
interessante de corantes naturais porque: (i) possuem uma ampla gama de pigmentos; (i)
rapida multiplicacdo; (iii) podem conter pigmentos em concentragcdes consideravelmente
superiores as encontradas em plantas vasculares (Lamers et al., 2010; Mulders et al., 2014).
No entanto, a concentracao destes pigmentos, sob condi¢des o6timas de crescimento, € muitas
vezes baixa para tornar economicamente vidvel o mercado de pigmentos oriundos de

microalgas.



22

3.2 PIGMENTOS E FICOBILIPROTEINAS

Os pigmentos presentes nas microalgas e cianobactérias sdo agrupados em clorofilas
(chls), carotenoides e ficobiliproteinas. As diferencas entre esses grupos estdo relacionadas a
sua estrutura quimica, sendo estes os principais componentes para o processo fotossintético,
0s quais capturam a energia luminosa e canalizam para o centro de reacdo fotossintética
contendo a clorofila a. Nas cianobactérias, essas proteinas se associam formando o
ficobilissomo, sendo responsaveis por até 50% da captura de energia luminosa (Chang et al.,
2015). Os pigmentos dos grupos clorofila, carotenoides e ficobiliproteinas sdo os principais
pigmentos que absorvem a radiacdo luminosa para o processo fotossintético. Os pigmentos
possuem os picos distintos de absorcdo de radiacdo na regido visivel do espectro
eletromagnético conforme mostrado graficamente na Figura 2 (Lehmuskero et al 2018;

Mulders et al., 2014).

Figura 2- Picos de absorbancia caracteristicos de pigmentos encontrados em microalgas
dentro do espectro de luz visivel.
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Fonte: (Lima, 2022)

As ficobiliproteinas sdo estruturas subcelulares que desempenham um papel
fundamental na captura de luz e na transferéncia de energia para o interior dos ficobilissomos.
Elas estdo envolvidas em todo o processo de transferéncia de energia, comecando pela
ficoceritrina, passando pela ficocianina, pela aloficocianina e, finalmente, pela clorofila a
(Manirafasha et al., 2016; Viskari; Kinkade; Colyer, 2001).

As ficobiliproteinas sdo responsaveis por formar estruturas fundamentais conhecidas
como ficobilissomos, que desempenham um papel crucial na absor¢ao de luz pelas células de
cianobactérias. Organizados em padrdes especificos na superficie externa das membranas

tilacoides, esses ficobilissomos tém como principal componente a ficocianina, uma substancia
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essencial para o processo fotossintético. Os nucleos de aloficocianina, presentes nos
ficobilissomos, atuam como pigmentos de conexdo, ligando essas estruturas a lamela
fotossintética (Figura 3). Além de sua importancia biologica, a ficocianina também ¢
empregada como corante em diversos produtos alimenticios e cosméticos, destacando-se por
suas propriedades terapéuticas reconhecidas (Ajayan; Selvaraju; Thirugnanamoorthy, 2012).
O aparato fotossintético das cianobactérias ¢ composto por trés sistemas principais de
captacdo de luz: dois fotossistemas principais € um ficobilissoma, este ultimo sendo
caracteristico desses organismos e constituido principalmente por ficobiliproteinas (Sildler,
1994). Esses complexos proteicos absorvem luz em regides do espectro visivel onde a
clorofila a apresenta baixa absor¢do, permitindo uma eficiente captagdo de energia luminosa
para os processos fotossintéticos (Maccoli, 1998). A composicao do ficobilissoma varia entre
espécies e pode ser influenciada por fatores ambientais, como a intensidade luminosa e a
disponibilidade de nutrientes. As propriedades absorventes dos ficobilissomos desempenham
um papel fundamental na eficiéncia fotossintética das cianobactérias, contribuindo para sua
adaptacao a diferentes condigdes ambientais e para a otimiza¢ao da producao de biomassa e

compostos bioativos (Pagels et al., 2019).

Figura 3: Estrutura do ficobilissomo na membrana do tilacoide, apresentando os diferentes
tipos de compostos que contemplam sua formacdo em monodmeros, trimeros, hexametros.
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3.2.1 Ficocianina
Dentre as ficobiliproteinas encontradas na Spirulina, a ficocianina ¢ a mais abundante
(Antelo et al., 2010). A ficocianina € um pigmento fotossintético acessorio azul natural
pertencente a familia das ficobiliproteinas encontrada, entre outras cianobactérias, na
Arthrospira platensis, variando até 20% do total de proteinas (Su et al., 2014), e é composta
por duas subunidades semelhantes: uma cadeia alfa com uma ficocianobilina ligada a cisteina
84, e a cadeia beta com duas ficocianobilinas ligadas a cisteina 84 e 155 (Figura 4). Essas
subunidades formam um complexo de monomeros, trimeros, hexdmeros e oligdmeros, sendo
que seu peso molecular varia de 44 a 260 kDa (Fernandez-Rojas; Hernandez-Juarez; Pedraza-
chaverri, 2014; Su et al., 2014).
Uma das aplicagdes primordiais da ficocianina ¢ sua utilizagdo como corante natural
na industria alimenticia, devido a sua tonalidade azul. Autoridades reguladoras nacionais e
internacionais, como a Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos e a
European Food Safety Authority (EFSA) da Europa, t€ém restringido o uso de corantes
sintéticos em formulagdes de alimentos devido a sua associagdo com o desenvolvimento de
cancer e reagdes alérgicas. Diante dessas preocupacgdes, a industria alimenticia estd cada vez
mais interessada na pesquisa sobre extragdo, aplicacdo e estabilidade de corantes naturais

(Martelli et al., 2014).

Figura 4: Estruturas da ficocianina. (A) Estrutura cristalina da ficocianina em forma de
hexamero; (B) Esquematizagdo da estrutura da ficocianina; (C) Estrutura quimica da
ficocianobilina; (PCB), cromoforo responsavel pela cor azul
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Fonte: (Fernandez-Rojas; Hernandez-Juarez; Pedraza-chaverri, 2014; Su et al., 2014).
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A industria de alimentos e bebidas estd buscando corantes naturais para o
desenvolvimento de produtos, como substitutos dos corantes sintéticos, uma vez que estes
geralmente sdo toxicos, cancerigenos ou inseguros, dependendo da concentracdo em que sdo
adicionados aos alimentos (Bermejo Romén et al., 2002; Soltan; Shehata, 2012). A
ficocianina ¢ comercializada de acordo com seu grau de pureza, que ¢ definido pela razdo
entre seu pico de absorbancia em 620 nm e a absorbancia de proteinas em 280 nm. Quando
esta relacdo ¢ > 0,7, considera-se pureza de grau alimenticio (Rito-Palomares; Nufiez;
Amador, 2001).

O interesse crescente na ficocianina se deve a sua ampla gama de aplicagdes, pois (i)
nao necessita de processos quimicos adicionais para utilizagdo, (ii) é reconhecida como segura
para consumo, e (iii) apresenta uma coloracdo azul, que ¢ incomum em organismos Vivos €
muitas vezes associada a toxinas em fontes minerais. Além disso, dependendo do método de
extracdo, a ficocianina pode exibir diferentes caracteristicas, o que a torna ainda mais versatil
para ser empregada como corante em produtos cosméticos e maquiagens (Sala; Moraes; Kalil,
2018).

Além de sua fun¢do como corante natural seguro, a ficocianina ¢ reconhecida como
um composto bioativo com uma gama de atividades terapéuticas, incluindo antioxidantes,
anti-inflamatdrias, anticancerigenas, antivirais € imunoestimulantes. Suas propriedades fazem
dela um elemento valioso em diversas aplicacdes biotecnoldgicas nos campos alimenticio,
cosmético, farmacéutico ¢ médico (Ashaolu et al., 2021; Lauceri et al., 2023). Por conta
destas caracteristicas que nos ultimos anos, aumentou a sensibilizacdo dos consumidores para
0s riscos potenciais apresentados por certos aditivos alimentares no caso dos corantes
alimentares sintéticos, uma vez que foi demonstrado que varios destes corantes aumentam o
risco de desenvolvimento de cancro ou doengas imunologicas (Kuhnholz et al., 2024; Martelli
etal., 2014).

O mercado de alimentos e bebidas esta passando por um notavel crescimento. Isto pode
impulsionar a comercializagdo de ficocianina, tendo em vista os beneficios nutricionais e
propriedades corantes da ficocianina, extraida da Spirulina, a espécie mais utilizada na
producdo industrial desse composto. A proibi¢do da importagdo e exportacao de produtos com
corantes artificiais em diversos paises tem impulsionado ainda mais a demanda pela
ficocianina, em contraposi¢do a corantes como o Allura Red AC, banido em nag¢des como
Dinamarca, Franca, Bélgica e Suica (FMI, 2018).

Prevé-se que o mercado de ficocianina continue em expansdo, impulsionado pelo

lancamento de produtos que fazem uso de corantes alimentares organicos e naturais. Um
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exemplo ¢ o novo liquido azul de ficocianina lancado pela DDW Inc., que oferece uma
estabilidade a luz de até 40%. Apesar dos custos associados a produgdo de corantes naturais,
bem como dos processos de purificacao e extragdo, e do potencial de contaminacao por algas,
espera-se que o mercado mantenha seu crescimento nos proximos anos (Yu et al., 2023).

Em 2022, o mercado global de ficocianina foi avaliado em US$ 754,40 milhdes. Com
consumidores cada vez mais interessados em substancias naturais de qualidade alimentar,
prevé-se que o mercado atinja US$ 1.487,7 milhdes, com uma taxa de crescimento anual
composta (CAGR) de 7% entre 2023 e 2033. O preco da ficocianina varia de acordo com sua
pureza, oscilando entre US$ 0,13 mg! para aplicagdes alimenticias e US$ 15,00 mg! para
usos em marcadores de fluorescéncia ou na industria farmacéutica (Winayu et al., 2021).

No entanto existe alguns desafios do uso da ficocianina como corante natural que estdo
relacionados com sua extragao, estabilidade e produgdo. A extracdo deste pigmento pode ser
afetada por varios fatores, como o tempo e o solvente escolhido para o realizar o rompimento
celular (Silveira et al., 2007), estando diretamente relacionada com a ruptura das células para
liberacao da proteina e quando extraido o pigmento possui baixa estabilidade o que limita sua
utilizacdo, a degradacao pode ocorrer cerca de 50% apos o periodo de 30 dias de exposi¢do ao
calor e a luz (Munawaroh et al., 2020). Esta instabilidade da ficocianina limita a sua
utilizacdo na induastria de alimentos e desenvolvimentos de novos produtos, pois causa

despigmentacgdo, perda na capacidade nutracéutica (Adjali et al., 2021).

3.3  FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO DE MICROALGAS

Diversos fatores fisicos, quimicos e biologicos podem influenciar o cultivo de
microalgas, modificar e alterar a composi¢do na biomassa microalgal. Os principais fatores
sdo luz, nutrientes, temperatura ¢ pH (Richmond, 2004).

No cultivo de microalgas a aeragdao, com o proposito de gerar turbuléncia, ¢ um
processo de grande importancia para homogeneizagao do meio de cultivo para que nao haja
decantacdo e acumulo de células no fundo, ajudando também no controle de temperatura,
transferéncia de gases e incidéncia luminosa (Cartas, 2018). A aeracdo também estd
relacionada a disposi¢do de carbono, pois na maioria das formulacdes de meio de cultura ndo
possui adi¢ao de fonte de carbono (Lourengo, 2006).

A microalga Arthospira platensis possui um otimo crescimento em condigdes de pH
alcalino (pH em torno de 9,5 — 10), o que dificulta a proliferagdo de outros microrganismos,

sendo uma vantagem para o cultivo aberto em larga escala (Hu, 2004; Oliveira, 2013). Ja a
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temperatura afeta diretamente na taxa metabdlica dos microrganismos, cultivos com
temperaturas constantes proporcionam maiores taxas de reprodugdo e estabilidade dos
cultivos (Lourencgo, 2006). A faixa temperatura para o crescimento ¢ de 30 a 38°C, sendo que
abaixo de 17°C e acima de 38°C, o crescimento ¢ inibido (Soni et al., 2017).

A disponibilidade dos diversos elementos quimicos ¢ influenciada pelo pH. Esses
elementos podem cristalizar e precipitar dependendo do pH do cultivo, tornando o meio
improprio para o cultivo (Lourengo, 2006). Para a cultura de Spirulina em laboratorio,
normalmente utiliza-se o meio de cultura desenvolvido por Zarrouk (1966), conhecido por
oferecer as quantidades adequadas de sais minerais, principalmente bicarbonato de sdédio, o
qual fornece CO; para a fotossintese (Becker; Venkataraman, 1994).

Os nutrientes utilizados no meio de cultura sdo de grande importancia para o cultivo
das microalgas, onde cada nutriente possui uma fun¢do especifica no metabolismo dos micro-
organismos. O meio de cultura possui macronutrientes € micronutrientes que sao necessarios
para as biomoléculas de grande importancia para o crescimento ¢ metabolismo das algas. Os
nutrientes sdo de vital importancia em todos os sistemas de cultivo (Salama et al., 2017).

Diversos compostos inorganicos podem servir de fonte de nitrogénio como os sais de
nitrato, s6dio ou potassio para cultivos de Arthrospira platensis. Depois do carbono, o
nitrogénio € o nutriente requerido em maiores quantidades, por ser constituinte de partes
estruturais da célula como proteinas, acidos nucleicos e pigmentos fotossintetizantes (Borba;
Almeida; Camargo, 2003; Lourenco, 2006). A quantidade de nitrogénio e a qualidade da fonte
resultam no melhor rendimento e na qualidade da biomassa de Arthrospira platensis.

Quando ocorre a limitacdo de nitrogénio no cultivo pode ocorrer a conversdo de
proteinas a carboidratos e lipideos, além da degradacdo das ficocianinas, sendo utilizadas
como fonte de nitrogénio (Lisboa, 2014). Colla et al al., (2004) observaram que o aumento de
nitrogénio no meio levou a um aumento no teor de proteina.

Por outro lado, a luz ¢ a principal fonte de energia para o crescimento € para os
processos metabolicos das microalgas e cianobactérias (Atta et al., 2013; Prates et al., 2018).
A luz visivel constitui apenas uma fragdo desse amplo espectro eletromagnético (Figura 5),
abrangendo comprimentos de onda entre 400 e 750 nm, que incluem as cores primarias e,
quando combinadas, formam a luz branca. Dentro desse espectro visivel, especificamente
entre 400 e 700 nm, encontra-se a radiagdo fotossintéticamente ativa (PAR), responsavel por

fornecer a energia necessaria para os processos de fotossintese (Chronakis et al., 2008).
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Figura 5: Diagrama explicativo dos comprimentos de onda e frequéncia e relagdo com as
cores do espectro eletromagnético dentro da faixa de luz visivel.
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Fonte : (Barbosa, 2019)Adaptada de science.nasa.gov/ems/09visiblelight.

Embora a luz solar seja uma fonte gratuita de energia luminosa para esses organismos,
o crescimento pode ser limitado pelos ciclos diurnos. Por outro lado, a luz artificial oferece
vantagens como a regulagem da intensidade, espectro e periodo, permitindo uma produgao
continua (Baer et al., 2016; Soni; Sudhakar; Rana, 2017).

Organismos que realizam fotossintese, como plantas e algas, possuem o pigmento
clorofila a que tem a capacidade de absorver a radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) em
todo o espectro de luz. No entanto, a clorofila ¢ demonstra sua maior eficacia na absor¢ao das
faixas de luz vermelha (620-750 nm) e azul (450-495 nm), conforme apresentado na Figura 2.
Para otimizar a absor¢ao de radiagdo, esses organismos frequentemente utilizam pigmentos
acessorios especializados em absorver luz em outros espectros de onda. Por exemplo, os
carotenoides sdo pigmentos acessorios que absorvem especialmente a luz azul e verde (495-
570 nm). J& em cianobactérias e algas vermelhas, os principais pigmentos acessorios sdo as
ficobiliproteinas, que se diferenciam em ficoeritrina (PE) e ficocianina (PC). Essas
substancias sdo especializadas em absorver os comprimentos de onda especificos, com picos
de absor¢do em torno de 540 a 570 nm para ficoeritrina e de 615 a 640 nm para
ficocianina(Bjorn et al., 2008; Croce ; Van Amerongen, 2014).

A intensidade e a qualidade da luz desempenham papéis fundamentais na regulagdo da
fotossintese e no crescimento celular. Alguns estudos indicaram que a manipulagdo adequada
da luz pode aumentar a eficiéncia fotossintética, a capacidade de remogao de CO, e modificar
a composicao de pigmentos (Baer et al., 2016; Soni; Sudhakar; Rana, 2017a). Por outro lado,
se a energia luminosa for oferecida em niveis excessivos para uma cultura de microalga, ¢
provavel a ocorréncia do fendmeno conhecido como fotoinibigdo, que afeta negativamente o
eficiéncia do fotossistema II e inibe o crescimento das células, o que acaba influenciando na
producdo de metabdlitos e na resposta ao estresse ambiental (HO et al., 2014a, 2014b, 2018) .

Para otimizar os rendimentos de biomassa e de compostos bioativos, ¢ essencial
maximizar a eficiéncia fotossintética e ajustar o sistema de captacao de luz para alcangar um

equilibrio durante o processo de fotossintese (Grobbelaar, 2009; Wilhelm; Jakob, 2011).
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A avaliagdo do rendimento fotossintético pode ser utilizada para entender o
desempenho das microalgas em diferentes condigdes de cultivo. Métodos como a
fluorescéncia de clorofila a in vivo permitem medir os rendimentos quanticos efetivos e/ou
maximos, fornecendo informagdes precisas sobre o estado fisiologico das microalgas
(Schreiber et al., 1995; Torzillo; Bernardini; Masojidek, 1998). Técnicas ndo invasivas, como
a fluorescéncia modulada por amplitude de pulso (PAM), possibilitam o monitoramento em
tempo real do crescimento e desenvolvimento das microalgas em diferentes ambientes de
cultivo (Schreiber; Schliwa; Bilger, 1986). Além disso, a determinagdo dos quanta absorvidos
e a taxa de transporte de elétrons oferecem insights valiosos sobre a capacidade fotossintética
das microalgas e sua producdo de carbono (Ritchie; Runcie, 2014). Essas metodologias
permitem uma analise abrangente do desempenho fotossintético das microalgas, contribuindo
para o desenvolvimento de estratégias de cultivo mais eficientes e sustentaveis (Jerez et al.,
2016).

As cianobactérias demonstram uma capacidade notavel de adaptagdo a qualidade e
intensidade da luz, controlando sua composicao de pigmentacdo em resposta ao espectro
luminoso, um fendmeno conhecido como adaptagdo cromatica. Variagdes nos fatores
luminosos podem induzir alteracdes morfologicas e fisiologicas significativas nas
cianobactérias (Paliwal et al., 2017; Vogelmann; Scheibe, 1978).

Além disso, ¢ importante ressaltar que o estresse oxidativo pode influenciar
positivamente as caracteristicas comerciais das algas, induzindo a produg¢do de metabolitos
valiosos (Paliwal et al., 2017). A compreensdo dos efeitos da luz no crescimento e no
acumulo de pigmentos das cianobactérias vem a colaborar para otimizar seu cultivo e explorar
seu potencial biotecnologico (Prates et al., 2018a).

Os LEDs tém se mostrado promissores no cultivo de microalgas, influenciando
diretamente o crescimento e a producdo de biomassa (Baer et al., 2016). Estudos indicam que
a eficacia dos LEDs varia de acordo com o espectro de luz emitido, com resultados
promissores para LEDs amarelos e vermelhos. A possibilidade de produg¢ao em larga escala
de ficocianina através da otimizacdo do uso de LEDs representa uma perspectiva interessante
para o futuro da biotecnologia (Baer et al., 2016).

A compreensdo dos efeitos da luz no crescimento e metabolismo de microalgas e
cianobactérias ¢ fundamental para maximizar sua producdo e explorar seu potencial
biotecnolégico. A manipulacdo adequada da luz pode aumentar a eficiéncia fotossintética,
modular a composi¢do de pigmentos e induzir a produ¢do de metabolitos desejaveis,

contribuindo para diversas aplicagdes industriais € ambientais. Para producao de pigmentos, o
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sistema de cultivo ideal é aquele que gera, ndo s6 uma elevada produtividade de biomassa,
mas também uma elevada concentracdo de pigmentos, com custos viaveis de producao,
extragdo e purificacio (KLEPACZ-SMOLKA et al., 2020).

Como uma alternativa répida e eficiente de obter produtos naturais independentes de
variagoes sazonais e condi¢des de cultivo, que a producdo de microalgas tornou-se promissora
na obtengdo de diversos compostos (Lima et al., 2018). Uma das vantagens em produzir
microalgas € que o cultivo pode ser realizado em éreas agricultaveis ou nao, se tornando mais
ecoldgico em comparagdo com os alimentos convencionais, os alimentos a base de microalgas
tém um perfil de baixo carbono, possuem rapido crescimento e alta produtividade em curto
espaco de tempo, demandando areas pequenas e com a possibilidade de manipular a produgao
de distintos compostos de interesse comercial em sua biomassa (Maehle; Skjeret, 2022b;
Manirafasha et al., 2016).

O cultivo da microalga pode ser realizado em sistemas abertos, como 0s raceways, ou
em sistemas fechados e controlados, os chamados fotobiorreatores.

Os cultivos abertos (Figura 6A — 6B), sdo os sistemas mais utilizados desde 1950 até
os dias de hoje, onde 90% de biomassa ¢ cultivada em sistemas de tanques tipo raceways,
tanques naturais ou artificiais de diversos modelos estruturais e com 30 cm de profundidade.
Esse sistema proporciona a circulacdo de agua, nutrientes e algas devido ao seu formato
chamado de “pista de corrida” e aparatos de movimentagdo do fluxo de agua do tipo padd!e-
wheel (Singh; Sharma, 2012), sendo de facil escalonamento e manipulagdo, além de menor
custo de investimento e operagdo quando comparados aos sistemas fechados (Brennan;
Owende, 2010; Cuaresma et al., 2011; Singh; Sharma, 2012; Ugwu; Aoyagi; Uchiyama,
2008).

Os cultivos fechados (Figura 6C -6D) sdo sistemas que possuem um maior controle
dos parametros de cultivo e menor risco de contaminagao, indicado para cepas de microalgas
mais sensiveis, que possuem pouca resisténcia aos diversos fatores que afetam um cultivo
quando realizados em sistemas abertos (Schade; Meier, 2019).

Uma das principais etapas ap6s o cultivo da microalga ¢ o momento de colheita, a qual
¢ realizada quando o cultivo atinge uma densidade microalgal alta, este processo ele pode ser
realizado através de filtracao com telas de até 50 um, além dos processos de centrifugacao ou

precipitacao (Singh; Sharma, 2012; Soni; Sudhakar; Rana, 2017b; Tan et al., 2020).
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Figura 6: Sistemas de cultivo de microalgas — (A) a foto apresenta uma foto mais ampla de
uma fazenda de producdo de microalgas a qual apresenta diversos tanques do tipo raceway
como sistemas de cultivo ja a foto B apresenta uma imagem mais proxima dos Raceway
(sistema aberto) , C— apresenta a imagem de um sistema de fotobiorretator instalado na
posicao horizontal ja a figura D— apresenta um outro modelo de fotobiorreator instalado
verticalmente, apresentando a versatilidade dos fotobiorreatores.

Fonte: Adaptado de Kanemoto (2012)

A - Empresa Earthise na Califérnia, EUA;
B - Empresa Cyanotech no Havai;

C - Fotobiorreatores horizontais, Australia;
D - Fotobiorreatores verticais na Holanda.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO E CONDICOES DE CULTIVO

Para realizacdo da presente pesquisa foi utilizada a cepa de Arthrospira platensis,
obtida da cole¢do de cepas do Laboratorio de Cultivo e Biotecnologia de Algas (LCBA) da
Universidade do Estado de Santa Catarina — Laguna, SC.

A manutencao da cepa de Spirulina Arthrospira platensis e producao do inéculo foi
realizada com meio de cultura Zarrouk (Tabela 2), sob iluminag¢do de 135 umol fotons m? s!
fornecida por lampadas de led branca com fotoperiodo de 12horas luz/12horas escuro, com
aeracao constante promovida por meio de um soprador de ar (modelo Boyu) e em temperatura
constante de 23 £ 1 °C.

O cultivo foi mantido nestas condi¢des até o 4° dia. Neste momento j4 havia atingido a
fase de crescimento exponencial (etapa 1).

A partir do quarto dia de cultivo os cultivos foram transferidos para os tratamentos
com as respectivas unidades experimentais em que ficaram sob influéncia dos diferentes
comprimentos de onda e irradidncia permanecendo nesta condi¢do até o 12° (etapa 2), dia de
cultivo o qual nesta fase se avaliou o acimulo de ficocianina na biomassa. O processo de
avaliar o cultivo na fase de crescimento exponencial foi empregado para que se obtivesse um

maior acimulo de biomassa mesmo nas condig¢des que estaria em estresse.

4,2  DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Experimento 1 com o objetivo de avaliar quais comprimentos de onda (12
comprimentos de onda com 5 irradidncias) possuem maior influéncia sobre as respostas na
taxa de transporte de elétrons (atividade fotossintética) e na taxa de crescimento especifico no
cultivo de Arthrospira platensis.

Ja o experimento 2 teve como objetivo avaliar o efeito de 3 qualidade de luz (520nm,
590nm, 670nm) sob a mesma intensidade (163 umols.m?. s!) sobre o teor de ficocianina na
biomassa de Arthrospira platensis.

Ambos os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Ficologia do
departamento de botanica da LAFIC/UFSC. O qual forneceu uma instalagdo e um ambiente
propicio para a realizagdo das etapas experimentais, fornecendo os equipamentos necessarios

para conduzir a pesquisa de forma precisa e eficaz.
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Tabela 2: Composicao dos nutrientes do meio de cultura Zarrouk — Meio de cultura utilizado
nos cultivos de spirulina (Arthrospira platensis).

Nutriente Concentragio (g.L)

NaCl lg

CaCl 0,04g
NaNOs 2,5¢
FeSOq4 0,01g
EDTA 0,08¢g
K>HPO4 0,5g
K>SOq4 g

MgSOq4 0,2g
NaHCO; 16,8g
Micronutrientes ImL

Micronsu(;lrlilgl“:gege Concentragdo (g.L™)

H3BO:s 2,86g

MnCl, 1,81g

ZnSOq4 0,222¢g
NaxMoO4 0,023¢g
CuSOq4 0,079¢

Fonte:(Zarrouk 1966)

4.2.1 Experimento 1

O experimento 1 consistiu em um delineamento bifatorial resultante da combinagao
de 12 diferentes comprimentos de ondas e 5 irradiancias em um ciclo claro/escuro de 12/12 h,
conforme ilustrado na Figura 8. Foi utilizada radiacdo fotossintéticamente ativa (PAR)
proveniente de lampadas de LED. O espectro de radiagdo das lampadas pode ser observado na
Figura 9. As diferentes intensidades luminosas foram determinadas com base na distdncia em
relagdo a fonte de luz, usando um medidor de quanta Li-Cor Biosciences, modelo Li-250A®.

Uma cultura de Arthrospira platensis com quatro dias de cultivo, em fase de
crescimento exponencial, com uma densidade de 14 + 2 x 10* filamentos mL™! foi transferida
para os 60 frascos de vidro de 250 mL (figura 10). As unidades experimentais foram
mantidas sob aeragdo e temperatura constante, para se avaliar o efeito de 12 diferentes
comprimentos de onda sob 5 irradidncias no cultivo de A4. platensis, resultando em um

delineamento 12 x 5 com trés réplicas ao longo do tempo.
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Figura 7: As imagens de A-L apresentam os 12 tratamentos avaliados no experimento 1 da
presente pesquisa, onde cada tratamento foi composto por 5 irradiancias diferentes.

Fonte: O autor 2021

Para realizagdo das andlises em cada unidade experimental, a coleta de dados foi
realizada em dias alternados dia 5,7,9, os seguintes parametros foram monitorados pH,
salinidade, absorbancia, temperatura, ETR (taxa de transporte de elétrons) e densidade de

filamentos de cada unidade experimental.

Figura 8: Comprimentos de onda e irradiancias trabalhada em cada tratamento do
experimento 1

Comprimentos de onda trabalhados

S0pmel 30pmol 47umol 36pmol
fotonsm’s!  fotonsm?’s!  fotonsm’s?  fotonsmis!

T3pmel G3pmol G4pmol 60pmol
fotonsm’s!  fotonsm’s!  fotonsmis?  fotensmis!
153pmol 125pmol B0umol 140pmol
fotonsm’s!  fotonsm’s!  fotonsmls!  fotensmis?!
180pmel 155pmel 25pmel
ﬁllns-zs’l fotonsm?s?  fotonsm?s!  fotonsmPsTt
230pmel 235pmel 213pmel
ﬁllns-zs’l fotonsm?s?  fotonsm?s!  fotensm?sT

Trradidncias

Fonte: O autor 2024
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Figura 9: Desenho experimental do Experimento 1, o qual apresenta as condigdes em que foi
realizado com cultivos na etapa 1, e quando os cultivos foram transferidos para os 12
diferentes comprimentos de onda e irradidncia chamado de etapa 2, os parametros avaliados.

Etapa 1
'E - Reatores de 8litros cada
T - Meio de cultura Zarrouk
é. I I | Ambiente controlado
. i /12
k2 1= 1= - ) Fotoperiodo 12h/12h
S R .
Parametros Avaliados
S Etapa2
T apa - 3 réplicas ao longo do tempo
2 - 5 irradincias para cada tratamento experimental
= ) ) _ ) ) ) ) ) ) ) ) ) Pardimetros fotossintéticos
=] L ) i ) L L L ) L ) L ) -Pardmetros de cultivo
@
g (| S ] | B S S S [ ]|
5
&
I ‘ ] ] | ] | 1 1 | ] | ] ] I I | I ]
l 0 400 nm 500 nm 500 nm T00 nm

Espectro eletromagnético

Fonte: O autor 2024

4.2.2 Experimento 2

J& o experimento 2 foi realizado com o objetivo de complementar resultados obtidos no
experimento 1. O indculo de Arthrospira platensis com quatro dias de cultivo em crescimento
exponencial com uma densidade 15 + 0,5x 10* filamentos mL-!, foi transferido para 12
frascos de vidro com volume de 500 mL de cultivo e 4 frascos controle com as mesmas
proporcdes utilizadas no experimento anterior (Figura 10). Neste experimento focamos na
influéncia de 4 comprimentos de onda (520nm, 590nm, 670nm) sob a mesma irradiancia de
163 umol fotons m? s™! em um ciclo claro/escuro de 12/12 h, cada qual com trés repeti¢des,

conforme demostrado na Figura 11.
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Figura 10: As imagens de A-D apresenta os 4 tratamentos avaliados no experimento 2, onde
cada frasco com 500ml de cultivo de Arthrospira platensis representa uma unidade
experimental que ficou sob influencia do mesmo comprimento de onda avaliado, sendo que
o frasco de 250ml apresentado em cada figura ¢ o cultivo controle.

Fonte: O autor 2022

Figura 11: Desenho experimental do Experimento 2, o qual apresenta as condi¢des em que
foi realizado com cultivos etapa 1, e quando os cultivos foram transferidos para os 12
diferentes comprimentos de onda e irradiancia etapa 2, os parametros avaliados.

5
Etapa 1 =0 i:l:
- 1 | | E ) Parametros Avaliados
=
= (O -
E ~ = = = g#:-z E - Contetndo de pigmentos
= E 1 | 1 & _J = - Concentragio de proteinas
E" — = E - Pardmetros fotossintéticos
(7] = — =} - Pardmetros de cultive
=1 D=
= - Reator de 8 litros o E‘
A J - = -
5 - Meio de cultura Zarrouk Bk %’1 =
= - Ambiente controlado 1 | 1 & _J
- Fotoperiodo 12h/12h - 3 replicas ao longo do tempo
_ 4 dias de duragao =(Osssssssm—mi= - Mesma irradincia de 163 pmols m2s-1
1 | 1 & _J v
12

Fonte: O autor 2023

Para realizacdo das analises em cada unidade experimental, foram coletadas amostras
do cultivo em dias alternados (5°, 7°, 9°) dia de cultivo onde os seguintes pardmetros foram
monitorados: pH, salinidade, absorbancia, temperatura, ETR (taxa de transporte de elétrons),

densidade de filamentos de cada unidade experimental.
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4.3  ATIVIDADE FOTOSSINTETICA A PARTIR DA FLUORESCENCIA DE
CLOROFILA IN VIVO

A intensidade luminosa trabalhada foi determinada, usando um medidor de quanta
Li-Cor Biosciences, modelo Li-250A®.

A fotossintese da microalga A.platensis pode ser monitorada por meio da variagdo
nos sinais de fluorescéncia da clorofila a, podendo ser avaliada através de um fluorimetro de
amplitude modulada (PAM, do inglés, “pulse amplitude modulated fluorometer).

Para melhor entendimento a clorofila a é o principal pigmento fotossintetizante,
portanto a energia quando atinge o centro de reagdo do fotossistema II dos organismos
fotossintetizantes, a energia pode ser direcionada de trés maneiras:

1* Absorvida pela clorofila sendo aproveitada nas reacdes quimicas da célula;

2% Dissipada como calor ou outra forma de perda energética;

3* Fluorescéncia através da emissdo de radiacao na regido do visivel (vermelho).

Por meio dessa fluorescéncia emitida pela Cla dos organismos fotossintéticos €
possivel estimar-se o funcionamento do aparato fotossintético. (MAXWELL;JOHNSON,
2000). Para medir a fluorescéncia, foram utilizados os fluorimetro com pulsos de amplitude
modulada (PAM, do inglés, “pulse amplitude modulated fluorometer”): Water-PAM.

O water-PAM possui uma lampada LED com 12 intensidades de luz de medida ou
actinica, no qual o pulso de saturacdo pode ser ajustado entre os 12 niveis diferentes onde o
controle ¢ feito através do software Win-Control versdao 2.133/03.00 (OHeinz Walz GmbH,
2000).

Os seguintes parametros foram coletados com o fluorimetro Water-PAM

4.3.1 Rendimento Quantico Efetivo

O rendimento quantico efetivo foi obtido com Arthrospira platensis expostas a
condi¢do de iluminagdo de acordo com o experimento. Para a medigdo, foi coletado uma
amostra de cada unidade experimental de 3 mL e inserido na cubeta para medi¢do. Desta
forma, quando a luz de medida se acendeu, os valores registrados inicialmente correspondem
ao F¢. Ja com o pulso de saturagdo dado durante 0,10s, obteve-se o valor de Fr,. Conforme a

formula ( 01) .
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& = (Fm' — F)/Fnm (01)

Fm

4.3.2 Taxa de Transporte de Elétrons
A partir dos dados de rentimento quantico efetivo foi possivel obter a estimativa do
fluxo de elétrons no aparato fotossintético (ETR), e, portanto, da capacidade fotossintetizante.

Os valores de ETR foram obtidos conforme a seguinte formula (02).
ETR = AF/Fm’ x 1 x 0,12 X A X ACT (02)

onde AF/Fny, é o rendimento quantico calculado anteriormente; “I” ¢ a irradidncia na
qual a Arthrospira platensis foi aclimatada durante o experimento. O fator 0,12 foi acrescido
a féormula porque o ETR deve ser calculado considerando o ajuste de quando a irradiancia sera
aproveitada pelo PSII, considerando a frag@o de clorofila a associada a esse fotossistema. “A”

¢ a absortancia que foi obtida por meio da seguinte equagao (03):

A=1-( =1 (03)
Onde, “I;” ¢ a irradiancia transmitida através da medi¢ao no centro do cultivo medida
com o radidmetro (LI-COR, LI-250A) e “I” ¢ a irradiincia total transmitida com o radidmetro

na extremidade do frasco de cultivo.
4.4 TAXA DE CRESCIMENTO ESPECIFICO ()

As taxas de crescimento especifico foram determinadas a partir de dados de
espectrofotometria para estimar o crescimento de A. platensis onde foram realizadas leituras
de absorbancia a 680nm em um espectrofotdometro UV-Vis. Adicionalmente, contagens foram
realizadas usando uma camara de Neubauer ¢ um microscopio optico, sendo efetuadas
contagens em duplicata para cada amostra.

Uma correlagdo entre os dados de densidade de filamentos e os valores de
absorbancia (680nm) foi realizada para poder determinar a equagdo da curva e assim poder

calcular a taxa de crescimento especifico (i) de acordo com equagdo descrita por Lourengo

(2006):

_ In(N¢=Ny)
- At

(04)

Onde In = logaritmo natural, At = variacao do tempo, em dia, NO = densidade celular

inicial e Nt = densidade celular final.



39

4.5 PROCESSAMENTO DA BIOMASSA

A separacao da biomassa de Arthrospira platensis do experimento 1 foi realizada ao
final de cada repetigdo, através do processo de filtragem em tela de 45 um. Onde a biomassa
foi separada do sobrenadante e armazenada até o final das 3 repeti¢des onde as biomassas
congeladas foram liofilizadas .

Ja no experimento 2 a separagdo da biomassa foi realizada por método de
centrifugacdo a 2500rpm por 10 minutos. As biomassas separadas foram armazenadas em
frascos devidamente identificados e congeladas e posteriormente liofilizadas para a realizagao

das analises.

4.6  EXTRACAO E DETERMINACAO DE FICOCIANINA NO EXPERIMENTO 2

A ficocianina foi extraida a partir da biomassa liofilizada de A. platensis e foi diluida
em solucdo tampao fosfato 20 mM (pH 7,0) na propor¢ao de 1:1000. Essa solucao foi
submetida a quatro ciclos de congelamento (-18 °C por 21 h) e descongelamento (~25 °C por
3 h) para rompimento da parede celular e disposi¢cao da ficocianina. Apos o término dos
quatro ciclos, os extratos foram centrifugados a 4.000 rpm por 20 minutos € o sobrenadante
foi separado para leitura no espectrofotometro (280—400nm / 380-750nm). Quando ocorreram
valores de absorbancia maiores do que 1, as amostras foram diluidas. Os sobrenadantes foram
analisados quanto a concentracdo de ficocianina e avaliagao da pureza do extrato. O teor de
ficocianina (PC) foi determinado seguindo o método descrito por Doke (2005), com algumas

modificagdes.

4.6.1 Determinacido da Ficocianina

Os extratos de ficocianina foram submetidos a andlise de espectrofotometria. A
leitura nos comprimentos de onda 615 e 652nm permitiu a determinagdo da concentragdo de
ficocianina em (mg mL"), como sugerido por Bennet ¢ Bogorad (1973) através da equagdo
(05).

0,474XAgs2mm

PC=A4 —
615nm 534

(05)
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Onde: PC = a concentragdo de ficocianina (mg mL™"), A¢isnm € Aesznm S30 as

absorbancias da amostra a 615 ¢ 652nm, respectivamente.

4.7  PROTEINAS

A metodologia de analise de proteina utilizada foi adaptada de IAL 037/1V: 2008
(Protidios — Método de Kjeldahl modificado). Foi pesado 0,08 g de amostra, em duplicata, em
papel seda e transferidos para um tubo de ensaio para Micro-Kjeldahl contendo
aproximadamente 2,5 g de mistura catalitica. Em seguida, foi adicionado ao tubo 25 mL de
acido sulfurico 0,05 M e a mistura foi levada ao digestor, a 160 °C, durante 30 minutos. A
temperatura se elevou até 210 °C, por mais 30 minutos e, depois, até 250 °C, 330 °C e 400 °C
durante 1 hora em cada.

As amostras digeridas foram levadas para o equipamento de destilagdo (Destilador de
Nitrogénio, TE-0364, Tecnal, Piracicaba, Brasil) cuja extremidade afilada do refrigerante
estava mergulhada em 50 mL de acido boérico 0,4 N e 0,15 mL de indicador vermelho de
metila, em Erlenmeyer de 250 mL. Adicionou-se ao tubo, uma solu¢do de hidréxido de sodio
a 30% m/v, até que houvesse a mudanca de cor, e esta foi levada a ebulicdo e em seguida
destilada até obter-se 200 mL do destilado. A amostra presente no Erlenmeyer foi titulada

com solugdo de acido cloridrico 0,1 M.

O célculo do teor de proteina esta representado na Equagao (06):

Proteina bruta (g/100g) = (Va—Vb)x0,14007% f (06)

Nesta equacdo, Va representa o volume de HCI utilizado na titulagdo da amostra; Vb
representa o volume de HCI utilizado na titulagdo do branco; f ¢ igual ao fator do HCI; o
fator de nitrogénio utilizado para a Spirulina ¢ de 6,25 (CHRONAKIS et al., 2000; SAFI

et al., 2012); P representa o peso da amostra em gramas.
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48  ANALISE ESTATISTICA

Testes de normalidade e homogeinidade de varidncias foram aplicados aos dados
obtidos de taxa de crescimento, taxa de transporte de elétrons (ETR), teor de pigmentos e de
proteinas. Uma vez avaliados, foram submetidos a anélise de varidncia ANOVA unifatorial.
Para os dados de taxa de crescimento e de ETR do experimento 1, foram transformados em
coeficiente de resposta em relagdo a variagdo de irradiancia para cada comprimento de onda.
Esse coeficiente foi obtido através da normalizagdo dos valores de inclinagao (slope) da linha
de tendéncia obtida para cada comprimento de onda em relagdo a sua variagdo de irradiancia.
Estes valores normalizados ¢ que foram avaliados estatisticamente através de ANOVA
unifatorial. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no programa STATISTICA 7.0

(StatSoft, Inc.).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TAXA DE CRESCIMENTO

O efeito da luz, incluindo a qualidade e a intensidade sdo fatores determinantes no
metabolismo e crescimento das microalgas (Yu et al., 2023). Na Figura 12 ¢ apresentada a
média da taxa de crescimento de Arthrospira platensis em resposta a diferentes niveis de
irradiancia nos diferentes comprimentos de onda trabalhados no experimento 1. Indiferente da
intensidade de luz, observou-se que os cultivos de 4. platensis demonstraram uma taxa de
crescimento mais baixas quando expostos aos comprimentos de onda correspondentes a
regido azul e inicio da regido verde do espectro eletromagnético (415-520nm). Esta
constatacdo sugere que esses comprimentos de onda ndo exercem nenhuma influéncia na
resposta de crescimento da microalga, mesmo quando expostos a altas irradiancias. Em
contrapartida, observou-se um aumento significativo no crescimento microalgal em resposta
ao aumento da irradiancia no comprimento de onda de 570nm da regido verde, sugerindo que
ao manipular diferentes intensidades de radiacdo nesta regido ¢ obtida maior influéncia sobre
a taxa de crescimento de Arthrospira platensis. Altas intensidades neste comprimento de onda
podem ser utilizadas para promover o crescimento, bem como, supde-se que pode ser
interessante utilizar este comprimento de onda para manipular compostos de interesse.

Do mesmo modo, na regido amarela do espectro, resultados semelhantes foram
encontrados quando comparado com a regido azul, diferentes irradidncias estudadas nesta
regido nao influenciaram no crescimento de A. platensis, porém foram obtidas taxas de
crescimento maiores que as encontradas na regido azul e verde, mostrando ser uma faixa de
luz mais adequada ao crescimento. Com base nos resultados de crescimento, levanta-se a
hipdtese também de que a regido amarela ¢ uma regido que exerce pouca influéncia sobre o
metabolismo da microalga. Somente os cultivos sob o comprimento de onda de 585nm na
regido amarela do espectro em que com o aumento na intensidade luminosa houve um
declinio na taxa de crescimento, ou seja, demonstrando um impacto negativo no crescimento
da de A. platensis. Apesar do resultado negativo para a taxa de crescimento, demonstra que a
A. platensis, ¢ suscetivel a este comprimento de onda, o que hipoteticamente supde-se que
pode também influenciar na composi¢ao da biomassa. A regido amarela do espectro pode
desempenhar um papel na regulacdo de processos fisiologicos e a manipulacdo de compostos

de interesse na biomassa microalgal, diversas condi¢des ambientais afetam a fisiologia das
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algas e podem alterar o crescimento, composicdo da biomassa microalgal e qualidade

nutricional (Kaur et al., 2022; Sun et al., 2018; Wilhelm et al., 2014).
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Figura 12: Taxa de crescimento especifico (i) de 4. platensis sob diferentes intensidades de
luz para os 12 comprimento de onda do espectro eletromagnético trabalhada.
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Ja os cultivos na regido do vermelho (665nm, 685nm, e entrando no infravermelho
730nm) obtiveram as maiores taxas de crescimento, se mostrando uma regido de maior
aproveitamento para o crescimento da A. platensis. Semelhantemente ao ocorrido nos outros
comprimentos de onda foi observado nesta regido também, onde a manipulacdo de diferentes
irradiancias ndo influenciou no crescimento. Somente no comprimento de onda de 730nm, na
medida que foi aumentando a intensidade luminosa aumentou a taxa de crescimento. Desta
maneira, este representa outro comprimento de onda que hipoteticamente pode influenciar no
metabolismo de spirulina, possivelmente influéncia nos compostos de interesse. Seria
interessante investigar o comportamento da microalga com altas intensidades luminosas
acima de 225umols.m?s! para a regido vermelha e 450mols.m™s"! para regido verde do
espectro.

Certamente, um dos elementos mais significativos sobre a produ¢do de microalgas em
culturas fotoautotroficas ¢ a natureza da luz empregada (qualidade e intensidade),
considerando os efeitos inerentes a fotossintese. No contexto deste estudo, conduzido com a
espécie Arthrospira platensis observamos que ambos os mencionados fatores, ou seja, o tipo e
a intensidade de luz influenciaram de maneira concomitante a produtividade do cultivo.
Notavelmente, taxas de crescimento superiores foram alcangadas sob exposicdo a luz na
regido do espectro vermelho, seguidas por luz na regido verde, amarela e azul
respectivamente, evidenciando a mudanga na taxa de crescimento da Arthrospira platensis a
distintos comprimentos de onda e intensidade luminosa.

O mesmo comportamento foi observado no experimento 2, onde os cultivos foram
escalonados dobrando o volume de cultivo quando comparado com o experimento 1. Os
cultivos do experimento 2 ficaram sob influéncia da mesma intensidade de luz em média de
163 umol m2 s! em diferentes qualidades. Neste experimento, os cultivos sob o comprimento
de onda de 590nm na regido amarela do espectro os cultivos tiveram a menor taxa de
crescimento (0,05 dia!), seguido do 520nm (0,08 dia’!), sendo o vermelho, junto com o
tratamento controle, com a maior taxa de crescimento (0,12dia™") (Figura 13), corroborando
com os resultados obtidos no experimento 1.

No experimento 2 em que houve um aumento no volume de cultivo, os tratamentos
apresentaram uma taxa de crescimento menor quando comparado com o experimento 1, mas
um ponto importante que pode ser levantado ¢ que ambos os cultivos eles permaneceram
crescendo e nenhum cultivo durante toda a pesquisa sofreu morte por conta das condi¢des em

que foram inseridos.
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Figura 13: Taxa de crescimento especifico dos cultivos de Arthrospira platensis sob os
diferentes comprimentos de onda com as mesmas intensidades trabalhados no experimento
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Chaiklahan et al. (2022), trabalhando com cinco diferentes intensidades luminosas e
diferentes concentragdes de cultivo obteve uma maior produtividade dos cultivos que foram

2 5! ¢ com uma densidade Optica

expostos a maiores intensidades de luz 2300 umols fotons m
média de 0,6, mostrando que se bem manipulados os pardmetros eles podem aumentar a
densidade da biomassa assim como também a sintese de compostos de interesse. J4 Wang et
al., (2007) avaliou a influéncia de cinco diferentes comprimentos de onda e intensidades de
luz sob o cultivo de Spirulina platensis e reportou uma maior taxa de crescimento sob luz
vermelha (620-645 nm). Ainda segundo esse estudo, a menor taxa de crescimento nos
cultivos foi observada sob influéncia das luzes trabalhadas na regido azul do espectro.

Luimstra et al. (2018) avaliou o crescimento da cianobactéria Synechocystis sp. € da
microalga verde Chlorella sorokiniana, sob influéncia da luz azul (450nm) com o da luz
laranja (625nm) e vermelha (660nm) com quatro intensidades diferentes, na qual foi possivel
observar que ndo houve crescimento durante o cultivo da cianobactéria na regidao azul nem
mesmo quando exposta a maiores intensidades avaliadas na pesquisa, ja a taxa de crescimento
foi semelhante para o comprimento de onda da regido laranja e vermelha do espectro e a
medida que houve o aumento na intensidade aumentou a taxa de crescimento da
cianobactéria.

Na Figura 14 ¢ possivel observar através da normalizagdo dos valores de inclinagao

dos graficos apresentados na Figura 12, quais comprimentos de onda demostraram maior

influéncia sobre a resposta fisiologica da Arthrospira platensis em relagdo a taxa de
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crescimento. Na presente pesquisa ¢ possivel observar que comprimentos de onda na regiao
azul e verde do espectro (415nm -550nm), tendem a resultar em baixa influencia no
metabolismo da microalga, o qual leva a supor que seja menos significante seu uso para
manipular a sua composi¢dao. No entanto, as maiores respostas quanto a variacdo da
irradiancia foram observadas nos comprimentos de ondas 570nm, 585nm e 730nm. Essa
maior influéncia na resposta fisiolégica da microalga avaliada, em relacdo ao crescimento,
sugere que assim como a taxa de crescimento, a manipulagdo destes comprimentos de ondas

pode também influenciar em compostos de interesse como ficocianina e proteinas.

Figura 14: Resposta de varia¢do na taxa de crescimento para cada comprimento de onda
utilizado no Experimento 1.
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*Letras diferentes representam diferencgas significativas entre os tratamentos pelo teste
de Tukey (p< 0,05).

De maneira geral, esses resultados estdo em concordancia com outros estudos, como
os ensaios conduzidos por Schulze et al. (2016) que avaliaram a qualidade da luz fornecida
por diodos emissores de luz (LEDs) no crescimento e nos perfis bioquimicos de
Nannochloropsis oculata e Tetraselmis chui. Essa pesquisa indicou que os parametros
associados ao crescimento celular costumam ser superiores em culturas iluminadas por fontes
de luz que emitem niveis mais elevados de fotons na faixa espectral vermelha (660 nm) em
comparagdo com culturas iluminadas apenas com luz azul (405 e 450 nm), conferindo maior
eficiéncia na absor¢ao de fotons em 660 nm. J4 Lima et al. (2018) estudaram a influéncia da
qualidade espectral da luz como forma de manipular o acimulo de pigmentos de interesse

comercial ¢ o aumento da produtividade de biomassa de Arthrospira platensis. Prates et al.
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(2018) também avaliaram a influéncia da iluminagdo sob o cultivo com diferentes
comprimentos de onda e fotoperiodo (12 horas luz branca, 12 horas luz monocromatica)
chamado de cultivo integral, (12horas luz branca, 6horas luz monocromatica, 6horas escuro)
chamado de cultivo parcial. Os autores reportaram que as culturas conduzidas sob fotoperiodo
integral em luzes monocromaticas nas cores verde e vermelho resultaram em taxas de
crescimento mais elevadas quando comparado com os outros tratamentos.

Chen et al. (2010) também obtiveram resultado similar onde o comprimento de onda

2 -

vermelho aliado a intensidade de luz alta de 3000 pumol fétons m = s ' e obtiveram um
crescimento mais rapido e eficaz para estimular o crescimento da microalga Arthorspira
platensis, enquanto o cultivo sob o LED azul reduziu o crescimento. Zittelli et al. (2022)
trabalhando com comprimentos de onda na regido azul (450nm), branca (437nm e 630nm) e
laranja (615nm) observou que a Arthrospira platensis absorve de maneira menos eficiente a
luz azul do que luz branca e laranja, o que reflete no melhor crescimento para os cultivos sob
a luz nos comprimentos de onda da regido laranja e branca do espectro. Yu et al. (2023)
evidenciou que com o aumento da intensidade de luz sob o cultivo de A. platensis aumentou a
taxa de crescimento, dado que corrobora com o encontrado na presente pesquisa e sugere que
a menor intensidade de luz promove o acumulo de ficocianina.

Conforme evidenciado por Schulze et al. (2014) cianobactérias como a Spirulina
primariamente utilizam clorofila a (430 — 680 nm) e ficobiliproteinas (550 ¢ 620 nm) para
aquisicao de energia durante seu desenvolvimento. Dessa forma, a utilizacdo de fontes de luz
dentro das faixas espectrais vermelha e verde se mostra mais eficiente energeticamente para
esses micro-organismos, o que resulta em um aumento na produtividade de biomassa, se

mostrando regides que influenciam no incremento de compostos de interesse devido as

mudancas nas respostas fisiologicas causadas na microalga.

52  TAXA DE TRANSPORTE DE ELETRONS

Assim como os distintos comprimentos de onda e irradiancia influenciaram na taxa
de crescimento da microalga, esse mesmo comportamento também apresentou similaridade
com a ETR, conforme pode ser observado na Figura 15. Todos os comprimentos de onda
apresentaram um comportamento similar quando analisamos o aumento da irradiancia
trabalhada, isso quer dizer que quanto maior os niveis de irradiancia sobre os cultivos, maior
foi a atividade exercida pela microalga para todos os comprimentos de onda avaliados na

presente pesquisa.
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Porém em concordancia com os resultados encontrados quando avaliamos as taxas de
crescimento especifica da Arthrospira platensis, os maiores resultados de ETR, foram
observados nos comprimentos de onda da regido vermelha e verde de todo o espectro avaliado
principalmente nos comprimentos de onda de 665nm e 685nm. J4 com o comprimento de
onda mais perto do infravermelho 730nm em que obteve uma boa taxa de crescimento
especifica como apresentado na Figura 12, quando avaliamos ETR nao foi observado bom
desempenho quando comparado com os outros comprimentos de onda da regido vermelha do
espectro eletromagnético.

Este resultado pode ser justificado pela maneira em que as microalgas respondem as
mudangas ambientais, ajustando seus compostos celulares como uma estratégia de autodefesa
ou aclimatacdo. Em resposta a alteracdes nas condi¢des de cultivo, essas algas podem
desencadear processos de biossintese especificos, resultando na produg¢dao de compostos
intracelulares distintos (Nezafatian et al., 2023). Conforme relatado por Schulze et al. (2014)
o estresse abiotico, influenciado pela qualidade da luz, demonstrou ter um impacto
significativo tanto no crescimento quanto na composicao bioquimica das microalgas. Além
disso, sugere-se que manipular esses estresses pode ser uma abordagem promissora para
aumentar a resposta fisioldgica e a producao de compostos de interesse, conforme indicado
por (Chen et al., 2017; Markou; Nerantzis, 2013).

Os tratamentos apresentaram um comportamento similar em relacdo a atividade
fotossintética quanto ao tempo (dias 3 e 5 apos inicio do experimento), ndo havendo
diferencas significativas (Figura 15). Ja dados de ETR em func¢do dos comprimentos de onda
trabalhados revelam uma relagdo diretamente proporcional.

Os tratamentos nas regides verde e vermelha se mostraram mais eficiente para estimular
a atividade fotossintética conforme a Figura 16, onde a resposta de ETR em relacdo da
variagdo da irradidncia foram maiores. A regido amarela do espectro no ponto de 585nm se
mostrou uma regido interessante para manipular a sintese de metabolitos de interesse na
microalga A. platensis, pois mesmo se mostrando uma regido com baixa taxa de crescimento
conforme apresentado na Figura 13, quando avaliamos a taxa de transporte de elétrons ETR,

se mostrou uma regido com alta resposta efetiva.
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Figura 15: Taxa de transporte de elétrons (ETR) dos cultivos de Arthrospira platensis sob os
12 diferentes comprimentos de onda x irradiancias trabalhadas, durante 3 e 5 dias
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Figura 16: Resposta relativa da taxa de transporte de elétrons (ETR) sobre a variagao da
irraidancia dos cultivos de Arthrospira platensis submetidos a diferentes comprimentos de
onda, durante 3 e 5 dias.
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*A figura apresenta a média do slop entre as trés repeticdes para 3 e 5 dias apds os dados serem
tratados e normalizados, cada letra apresenta a diferencga estatistica entre os tratamentos.

Quanto a atividade fotossintética ¢ avaliada através da fluorescéncia de clorofila ao
Experimento 2, observou que nao houve diferenca significativa entre os tratamentos (Figura
17). Apenas no dia 5, quando o cultivo ainda se encontrava em fase crescimento exponencial,
foi possivel observar maior atividade fotossintética no comprimento de onda 670 nm (luz

vermelha), corroborando com o observado no experimento 1.

Figura 17: Fluorescencia de chlorofila-a exposta a diferentes comprimentos de luz sob a
mesma irradiancia. As cores das barras representam as cores dos (nm) as quais os cultivos de
Arthrospira platensis foram expostos.
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5.3  FICOCIANINA

As andlises de ficocianina para o experimento 1 ndo foram realizadas, devido a perda da
biomassa que ocorreu através de um erro ao manusear o liofilizador

Os efeitos da qualidade de luz sob o teor de ficocianina na biomassa de A4. platensis
pode ser observado na Figura 18, onde os cultivos foram expostos a diferentes comprimentos
de onda sob a mesma intensidade de luz (Experimento 2).

Tanto a intensidade de luz quanto o comprimento de onda ambos podem modificar a
concentracdo de pigmentos na biomassa microalgal. Na presente pesquisa os comprimentos
de onda em que os cultivos foram submetidos ndo influenciaram significativamente para o
acumulo de maiores concentragdes de pigmento nos cultivos entre os tratamentos avaliados.
De fato, os comprimentos de onda utilizados no experimento 2 também nao apresentaram
grande influéncia na variagdo das taxas de crescimento com a variagdo da intensidade, como
apresentado na Figura 13. Seria interessante novas pesquisas avaliando o teor de ficocianina
utilizando comprimentos de onda que apresentaram maior influéncia como 570nm, 585nm e
630nm.

Porém ¢ possivel observar que a mesma regido em que houve uma maior atividade
fotossintética no experimento 1, conforme demonstrado na Figura 15, também houve uma
tendéncia de apresentar maior concentragdo de pigmentos, se mostrando uma regidao de alta
influencia para o crescimento e incorporacao de pigmentos no cultivo de 4. platensis.

Figura 18: Concentracdo de ficocianina na biomassa de Arthrospira platensis cultivadas com
as diferentes qualidades de luz trabalhada sob a mesma irradincia no experimento 2.
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Markou (2014) obteve maiores concentragdo de ficocianina no cultivo sob luz azul,
seguido das cores verde, amarelo e vermelho, sendo que estes obtiveram resultados similares
estatisticamente. J4 para a concentracao de proteina nao houve diferencas entre os tratamentos

avaliados. Similar ao observado no presenta trabalhos (18 e 19).

54  PROTEINAS

A biomassa derivada de microalgas emerge como uma promissora fonte de proteinas,
capaz de satisfazer a crescente necessidade global por essas importantes biomoléculas (Muys
et al., 2019; Sierra el al., 2018). Entre as microalgas, a Spirulina destaca-se como uma das
mais nutritivas, com potencial para alcancar um teor proteico de at¢ 70% da biomassa seca,
além de conter uma gama significativa de aminoacidos essenciais (Becker, 2007; Soni el al.,
2017). Biomassas de Spirulina com alto teor proteico representam uma fonte valiosa na
nutricdo humana, desempenhando um papel crucial na promog¢do da saude (Santos et al.,
2016).

Prates et al. (2018) avaliou o uso de (LEDs) e fotoperiodo como fonte de luz nos
cultivos de A. platensis e obteve uma maior concentragdo proteica nos cultivos com
fotoperiodo de luz integral sob os LEDs vermelho. O mesmo autor em 2020 analisou a
influéncia dos diferentes comprimentos de onda dos LEDs com uma irradiancia de 500 umol
m~ s”! no aumento de proteinas e aminoacidos nos cultivos de Spirulina sp. € obteve a melhor
produtividade proteica dos cultivos que ficaram sob influéncia do comprimento de onda da
regido vermelha.

Nas condigdes do presente estudo, Arthrospira platensis nao demonstrou a
capacidade de modular os teores de proteina com relagdo ao comprimento de onda trabalhado.
Provavelmente, isso se deve a baixa intensidade de luz trabalhada no experimento 2 (163
umol m? s!). Enquanto no trabalho comparado a irradincia foi cerca de 3 vezes mais alta.
Outro fator pode ter sido o comprimento de onda dentro da faixa de luz vermelho escolhido
para o experimento 2, que apesar de apresentar boas taxas de crescimento, pode ndo ser eficaz
em estimular respostas fisiologicas e metabdlicas na microalga como foi observado no
experimento 1. Markou (2014), trabalhando com baixa irradiancia sobre os comprimentos de
onda também obteve resultado similar ao encontrado na presente pesquisa, onde os cultivos
sob influéncia dos LEDs verdes obtiveram maiores concentragdes de proteina, e nao diferindo

estatisticamente dos outros LEDs avaliados (amarelo, vermelho ¢ branco).
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No trabalho de Markou, o menor teor de proteina foi encontrado nos cultivos sob a
luz azul (Markou 2014). Com base nas descobertas de Schulze et al. (2014), cianobactérias
como a Spirulina possuem pigmentos como a clorofila a e ficobiliproteinas que possuem
picos de absorcdo na regido de 430 e 680 nm para a clorofila @ e 550 e 620 nm para as
ficobiliproteinas. Deste modo, estas cianobactérias utilizam estas regides para a absor¢ao de
energia durante seu cultivo, o que pode justificar o melhor desempenho dos cultivos sob as
fontes de luz nas faixas espectrais vermelha e verde serem mais eficientemente aproveitadas
por esses microrganismos, levando a um aumento na produtividade de biomassa e proteina,
conforme evidenciado neste estudo (Figura 19).

-1

Figura 19: Concentragdo de proteinas sob irradidncia de 163umol m2s! em diferentes

comprimentos de onda.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que € possivel manipular a taxa de crescimento e atividade fotossintética
de Arthrospira platensis através do uso de diferentes comprimentos de onda e irradiancias.
Sendo que com o objetivo de se obter maior produtividade ¢ indicado o uso de comprimento
de onda na faixa de luz vermelha o qual apresentou resultados similares com os cultivos sob
luz branca que ¢ comumente utilizada para os cultivos de microalgas.

Considerando a influéncia do comprimento de onda sobre a taxa de crescimento e a
atividade fotossintética quando submetidos a diferentes intensidades de luz, as faixas de luzes
570nm e 730nm foram a que apresentaram maior resposta. Portanto, sugere-se futuras
pesquisas com estes comprimentos de onda para avaliar sua influéncia sobre compostos de
interesse alimenticio como proteinas e o pigmento ficocianina, buscando melhorar as
condi¢cdes de produgdo destas biomoléculas.

Nesta pesquisa nao foi possivel identificar variagdes nos teores de ficocianina e de
proteinas com a variacao das cores irradiadas aos cultivos. Sugere-se futuras pesquisas com
irradidncias maiores, bem como, com outros comprimentos de ondas, para determinar a

possivel influéncia desses parametros sob a producdo de ficocianina e proteinas.
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